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新規７員環構築反応の開発とその応用	 

	 

東京理科大学	 理学部化学科	 斎藤	 慎一	 

	 

１．はじめに	 

７−９員環骨格をもつ化合物（中員環化合物）は天然物において比較的頻繁にあらわれる骨格

であり、またユニークな生物活性を有するものも数多く知られている。こうした化合物は様々

な手法により合成されているが、短工程でこうした骨格を効率よく合成するのは困難である。	 

	 遷移金属触媒を用いる環化付加反応は、環構造を構築する有力な合成法であり、５-６員環

化合物を合成する手法は数多く知られているのに対し、中員環化合物を合成する反応は限ら

れている。我々は電子欠乏性不飽和炭化水素のユニークな反応性に着目し、検討を進めた結

果有用なクロスカップリング反応を開発することに成功した。１すなわち、ニッケル触媒存在

下、メチレンシクロプロパン	 1	 （以下ＥＰＣＡと略す）とアルキンとの間で［３＋２＋２］

型反応、すなわち７員環構築反応が進行することを見いだした。この反応は高選択的に進行

し、2	 のような位置異性体が高収率にて得られた（式１）。さらに化合物 1 と異なる２種類

のアルキンの反応についても検討を行ったところ、適切な置換基を導入することにより３成

分間での付加反応が進行し、3	 のような７員環化合物が高選択的に得られた（式２）。２	 

以上のことを踏まえ本研究ではメチレンシクロプロパンやアジリジンをはじめとする小員環

化合物を出発原料として用い、７-９員環化合物の新規合成法を開発すると共にその応用につ

いても検討した。	 

CO2Et
+ Me3Si

1  (5 equiv)

Ni(cod)2 (10 mol%)
PPh3 (20 mol%)

toluene, rt
dropwise addition
of 1 and alkyne Me3Si

SiMe3

CO2Et

2

2 (1)

CO2Et

SiMe3

Ph

CO2Et
Me3Si

+

1

 (4 equiv)

Ph

Ni(cod)2 (10 mol%)
PPh3 (20 mol%)

toluene, rt
dropwise addition
of 1 and alkynes (1 equiv) 3

(2)
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２．ニッケル触媒を用いる［３+２+２］型反応	 

２−１．ヘテロ原子が結合したアルキンを用いた７員環構築反応３	 

７員環構築反応においてヘテロ原子が結合したアルキンを出発原料として用いることにより、

ヘテロ原子で置換された７員環化合物が合成できると考えられる。実際に検討を行ったとこ

ろ酸素、あるいは窒素原子で置換された７員環化合物が合成できることを明らかにした（式

３）。また、酸素原子で置換された７員環化合物にはビニルエーテル構造が含まれるため、加

水分解を行うことによりシクロペンタノン誘導体を得ることができた（式４）。	 

CO2Et

N

N

CO2Et
N+

1  (3 equiv)

Ni(cod)2 (10 mol%)
PPh3 (20 mol%)

toluene, 50 ºC
dropwise addition
of 1 and alkyne

(3)

CO2Et

O

O

CO2Et

O
+

1  (2.5 equiv)

Ni(cod)2 (10 mol%)
PPh3 (20 mol%)

toluene, 40 ºC
dropwise addition
of 1 and alkyne

(4)

MeO2C

Bn
CO2Me

Bn
MeO2C

Bn

CF3COOH

CH2Cl2
40 ºC

CO2Et

O

O 	 

２−２．シクロブタン誘導体を用いた７員環構築反応４	 

ビフェニレンはひずんだ化合物であり、４員環を構成する炭素−炭素結合に対してニッケルを

はじめとする金属が挿入し、５員環メタラサイクルが生成することが知られている。５そこで、

このようなメタラサイクルに対し、ＥＣＰＡを作用させることにより挿入—転位反応が進行し、

７員環化合物が得られることが期待される。実際に検討を行った結果、ニッケル触媒の存在

下でビフェニレンとＥＣＰＡが反応し、目的とする７員環化合物が得られることを明らかに

した（式５）。また、ビフェニレンのかわりにベンゾシラシクロブテンを用いても同様の反応

が進行し、ケイ素原子が環構造に導入された７員環化合物が得られることがわかった（式６）。

また、この反応においては適切なリン配位子を選択することにより若干の収率向上が見られ

た。	 
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+
RR

CO2Et

R R

+ Si
R

R
Si

CO2Et

R
R

Biphenylenes

Benzosilacyclobutenes

P O

t-Bu

t-Bu

3

Ni(cod)2 (10 mol%)
PPh3 (40 mol%)

toluene, 100 ºC
dropwise addition
of the substrates

Ni(cod)2 (10 mol%)
TOPP (40 mol%)

toluene, 100 ºC
dropwise addition
of the substrates

TOPP:

(5)

(6)

CO2Et

1

CO2Et

1

	 

３．ニッケル触媒を用いる［４+３+２］型反応	 

３−１．ジエンインとＥＣＰＡとの反応による９員環構築反応６	 

ジエンインは遷移金属に対する反応性が高い基質であり、７員環メタラサイクルが生成した

後にアルキンなどの不飽和炭化水素、あるいは一酸化炭素などと反応し７−８員環化合物を与

えることが知られている。７こうした知見を踏まえ、ニッケル触媒の存在下でジエンインとＥ

ＣＰＡを反応させたところ９員環化合物が得られることを見いだした（式７、図１）。環化付

加反応による９員環構築反応の例は非常に限られていることから、本研究は９員環化合物を

効率的に得る有用な方法である。	 

CO2Et

1

X
X

CO2Et

+

Ni(cod)2 (10 mol%)
PPh3 (20 mol%)

toluene, rt
dropwise addition
of the substrates

(7)

	 

O

CO2Et

	 

	 

Figure 1. X-ray Structure of a Cyclononadiene Derivative. 
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３−２．単環性９員環化合物の合成８	 

３−１．に記した反応を３成分反応へと展開することにより単環性の９員環化合物が得られる

と期待し、検討を行ったが９員環化合物を得ることはできなかった。そこでジエンインの構

造に容易に開裂可能な官能基を導入し、９員環構築反応を行った後に環開裂反応を行うこと

により単環性の９員環化合物が得られるのではないかと考えた。実際に容易に開裂可能なＮ−

Ｏ結合が含まれるジエンインを合成し、９員環を構築した後に環開裂反応を行ったところ、

単環性９員環化合物が得られた（式８）。興味深いことに環開裂反応に用いる還元剤を変更す

ることにより、同じ９員環化合物から選択的に２つの単環性化合物を合成することに成功し

た。	 

1

+
O
NBoc

3
(1.2 equiv)

Ni(cod)2 (10 mol %)
PPh3 (20 mol %) O

NBoc

CO2Et

(E : Z = 1 : 1)

toluene, rt
dropwise addition
of the substrates

CO2Et
(8)

	 

Mo(CO)6 (4 equiv)

CH3CN / H2O
reflux, overnight

H
NBoc

CO2Et
HO

SmI2 (3 equiv)

MeOH, rt, 1 h
OH
NBoc

CO2Et

O
NBoc

CO2Et

(9)

	 

４．環拡大反応を利用した含窒素中員環化合物の合成	 

４−１．環状ウレアの合成９	 

アジリジンやアゼチジンなどの３−４員環化合物はメチレンシクロプロパンと同様、大きなひ

ずみを有する化合物であり含窒素化合物を合成する際の有用な出発原料であることが知られ

ている。３．で得られた知見を踏まえ、これらの含窒素化合物も同様の反応性を示すのでは

ないかと期待し種々検討を進めた。その結果ビニルアゼチジンやビニルアジリジンがトシル

イソシアナートなどの電子欠乏性不飽和炭化水素と反応し、中員環構築反応が進行すること

を偶然見いだした。意外なことに本反応は遷移金属触媒を用いることなく進行し、対応する

環状ウレアが高収率にて得られた（式１０−１１）。	 
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N N
Bn Ts

O

N
Bn

O C N
Ts N

NBn
TsO

N
O

N
Bn

Ts

rt
(10)

N
Bn

O C N
Ts

rt
(11)

	 

	 

本反応はアゼチジン部位の求核付加反応による双性イオンの生成、それに引き続くアザクラ

イゼン型の転位反応により進行するものと考えられる（式１２）。	 

	 

O

N
Bn

C N
Ts

N

C N
..

Bn N N
Bn Ts

OTsO

(12)

	 

	 

４−２．ベンズアゾシン誘導体の合成１０	 

４−１．の結果より、ビニルアゼチジンに反応性の高い不飽和化合物を反応させることにより

アザクライゼン転位反応を経由する環拡大反応が進行することが期待される。そこでビニル

アゼチジンに対してベンザインを反応させたところ、環拡大を伴うアザクライゼン転位が進

行し、ベンズアゾシン誘導体が生成した（式１３）。	 

N
Bn

N
Bn

(13)

N
Bn

	 

	 

本反応の中間体は式１３に記したようなアンモニウム塩であることが推測される。同様な構

造を持ったアンモニウム塩はＮ−アリールビニルアゼチジンをプロトン化することによって

も生成するはずである。そこでＮ−アリールビニルアゼチジンに酸を作用させたところ予想通
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りアザクライゼン転位が進行し、対応するベンズアゾシンが得られた（式１４）。意外なこと

に得られたベンズアゾシンは不安定であり、再結晶以外の方法では精製することができなか

った。このベンズアゾシンは容易にビニルキノリンへと異性化する（式１５、図２）。Ｎ−上

に置換基の存在するベンズアゾシン、あるいは二重結合が環構造に含まれないベンズアゾシ

ンは安定な化合物として存在することから、この異性化反応には二つの官能基の寄与が示唆

された。	 

	 

N

OMe

1. H2SO4 (1.5 eq.)
    CH2Cl2
    0 ˚C to rt, 3 h

2. aq. NaHCO3

HN

(unstable in the presence of silica gel, 
purified by recrystallization)

OMe
MeOMeO

(14)

	 

SiO2 or H+
HN

OMe
MeO

OMe
MeO

HN (15)
slow

(more than 9 h)

	 

	 

	 

HN

OMe
MeO 	 

OMe
MeO

HN

	 

	 

Figure 2. X-ray Structures of a Benzazocine and a Vinylquinoline. 

	 

この反応について精査した結果、本反応はイミニウムイオンを経由するアザクライゼン転位

により進行しているものと推察した。すなわち、ベンズアゾシンの分解などにより生じたホ

ルムアルデヒド等価体がベンズアゾシンと反応し、イミニウムイオンが生ずる。このイミニ

ウムイオンを出発原料とする［３，３］転位反応が進行し、対応するビニルキノリンが得ら

れる(Scheme	 1)。この反応においてはまず他の分子からメチレン（ＣＨ２）を取り込み、その
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後メチレンが脱離する、ということになる。メチレンは触媒のように作用し、分子間を移動

してゆく。	 

HN

OMe
MeO

H+ + "CH2O"
N

OMe
MeO

OMe
MeO

N

HN

OMe
MeO

OMe
MeO

NN

MeO
OMe

H

OMe
MeO

NN

MeO
OMe

H
N

MeO
OMe

OMe
MeO

HN
+

Scheme 1

	 

	 

本反応におけるホルムアルデヒド等価体の関与は、反応系にホルムアルデヒドを添加するこ

とにより反応が劇的に加速することによっても支持される（式１６）。また、メチレンが入れ

かわることは標識されたホルムアルデヒドを反応に用いることにより確認できた（式１７）。

これら一連の反応は温和な条件下で複数の炭素−炭素結合の選択的な開裂、形成を伴う非常に

興味深い反応である。	 

	 

cat. acid + CH2OHN

OMe
MeO

OMe
MeO

HN (16)

fast
(rt, 2 min)
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H+ + CD2OHN

OMe
MeO

OMe
MeO

HN (17)

rt, 2 min
OMe

MeO

HN

D
D

H
H

83  :  17

+

	 

	 

５．おわりに	 

高いひずみを持った小員環化合物は比較的容易に合成できる、魅力的な反応剤である。例え

ばＥＣＰＡはニッケル触媒の存在下でさまざまな不飽和炭化水素と反応し、環の開裂を伴う

付加体を与える。一方、ビニルアゼチジンやビニルアジリジンはクライゼン型の転位反応に

より、環拡大を伴う付加反応、あるいは異っｓ６４０８性化反応が進行する。これらの反応

においては多くの場合、７員環化合物-９員環化合物（中員環化合物）が生成する。現在得ら

れた化合物の生物活性に関する検討、あるいはさまざまな生物活性化合物の合成といった応

用を進めている。	 
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触媒メカニズムに基づいたヒストン脱メチル化酵素阻害薬の創製 

 
京都府立医科大学院医学研究科 医薬品化学 

鈴木 孝禎 

 
 

1. はじめに 
DNA の塩基配列に依存せず遺伝子の発現を制御する機構は、エピジェネティクス

と呼ばれている。これまでに、シトシンのメチル化やヒストンリシン残基のアセチル

化、メチル化などが重要なエピジェネティクス機構の一つであることが明らかにされ

てきた。また、エピジェネティックな異常は、がんなどの疾病に関与することも報告

されている。したがって、エピジェネティクスをコントロールする化合物は、エピジ

ェネティクス研究のためのツールとして利用することも出来るし、抗がん剤などの治

療薬として応用することも期待できる 1)。このような背景のもと、我々の研究グルー

プでは、エピジェネティクスのケミカルコントロールを行う小分子化合物の創製研究

を行っている。本研究では、エピジェネティクスを制御する重要な酵素の一つである

ヒストン脱メチル化酵素をターゲットとし、触媒メカニズムに基づいたリシン特異的

脱メチル化酵素 1（LSD1）阻害薬の創製研究を行った。 

 

2. リシン特異的脱メチル化酵素 1（LSD1）阻害薬 

リシン特異的脱メチル化酵素 1（LSD1）は、FAD 依存的にヒストン H3 の 4 番目の

リシン残基 (H3K4)のモノメチル体とジメチル体を脱メチル化し、遺伝子の転写活性

を制御することが知られている 2)。これまでに、LSD1 が前立腺がん細胞や神経芽腫

細胞、白血病細胞の増殖に関与していることが報告されており 3~5)、また、LSD1 が-

ヘルペスウイルスの増殖に関与していることが示唆されている 6)。さらに、人工多能

性幹細胞 (iPS 細胞)では H3K4 が高度にメチル化されていることが分かっており、

LSD1 阻害薬は iPS 細胞の作製効率の向上に寄与することが期待されている 7)。した

がって、LSD1 阻害薬は、LSD1 の機能を調べるためのバイオプローブとして、また、

がんをはじめとする種々の疾患に対する新たな作用機序の治療薬として期待されて

いる 8)。しかし、既知の LSD1 阻害薬の多くは、モノアミンオキシダーゼ（MAO）や

ポリアミンオキシダーゼ（PAO）も阻害してしまったり、細胞膜を通過しないといっ

た問題があり、本研究を開始する以前には、細胞系で利用できる LSD1 選択的阻害薬

は報告されていなかった。そこで本研究では、細胞系や動物実験系でも利用可能な

LSD1 選択的阻害薬の創製を目的とした。 
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3. LSD1 阻害薬 NCL1 の創製研究 9,10) 

触媒メカニズムに基づいた酵素阻害薬とは、標的酵素による触媒作用を受けてはじ

めて活性化され、酵素の活性中心に存在するアミノ酸残基あるいは補因子と共有結合

を形成することで、標的酵素を不活性化させる阻害薬である。標的酵素に対して高い

選択性、高い活性が得られやすいのが、触媒メカニズムに基づいた酵素阻害薬の利点

である。本研究では、触媒メカニズムに基づいたヒストン脱メチル化酵素阻害薬の創

製を目指した。 
LSD1 の活性中心において、基質のメチル化リシンは、FAD により一電子酸化反応

を受けカチオンラジカルを生じる（図 1a）。さらに FAD により、もう一電子が引き抜

かれることにより、イミニウムカチオンを生成する。イミニウムカチオン中間体に対

する水分子の付加、引き続いて起こるホルムアルデヒドの脱離により、脱メチル化が

完結する。MAO 阻害薬であるフェニルシクロプロピルアミン（PCPA）は、図 1b に

示すように LSD1 を阻害すると考えられる。酵素活性部位に到達した PCPA は、基質

のメチル化リシンの場合と同様に、FAD により一電子酸化反応を受け、カチオンラジ

カルを生じる。その後、シクロプロパン環開裂を経て、より安定なベンジルラジカル

化学種へと変換される。そのベンジルラジカルは、FAD アニオンラジカルと反応し、

FAD -PCPA 結合体が生成する。この付加体が LSD1 と強固に結合することで LSD1 を

不可逆的に阻害する。 

 

 

図 1. (a) LSD1 によるメチル化ヒストンリシン残基の脱メチル化推定機構と(b) PCPA

の推定 LSD1 阻害機構 
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 我々は、PCPA のベンゼン環に適切な置換基（図 1b の R 基）を導入することで、

MAO を阻害せず、LSD1 だけを阻害する化合物を見出すことができると考えた。そこ

で、LSD1 の X 線結晶構造を基にした分子設計により、NCL1（図 2）を設計した。図

2 に示すように、NCL1 は、LSD1 にだけ結合し、小さい活性ポケットをもつ MAO A

や MAO B には、結合しないことが予想された。 

 

 

図 2. NCL1 の構造と LSD1 と NCL1 の推定結合様式 

 

 設計したLSD1阻害薬候補化合物NCL1はスキーム1に示す経路で合成した。まず、

3-ヒドロキシクマル酸のカルボキシ基をメチル基で、フェノール性水酸基を MOM 基

で保護した後、Corey-Chaykovsky 反応にて trans-シクロプロパン化合物を得た。続い

て、メチルエステルの加水分解、Curtius 転位を利用したカルバメート化、Boc 基およ

びMOM基の脱保護にて得られるアミンを再度Bocで保護することでフェノール中間

体を得た。つぎに、N-Boc ホモセリンとベンジルアミンを縮合させてアミドを得、続

いて、Boc 基を脱保護した後、安息香酸と縮合させることでアルコール中間体へと導

いた。さらに、フェノール中間体とアルコール中間体を光延反応によりカップリング

させた後、Boc 基を脱保護することで、目的化合物である NCL1 を得た。 

 つぎに、合成した NCL1 および PCPA の LSD1 阻害活性、MAO 阻害活性を調べた

（表 1）。その結果、期待通り、NCL1 は PCPA よりも強く LSD1 を阻害した。さら

に、NCL1 の MAO 阻害活性は非常に弱く、NCL1 は、PCPA と比較して優れた LSD1

選択的阻害薬であることが示された。 

さらに、LSD1 阻害機構の解析を行った。様々な濃度の阻害剤の存在下、時間に対

して酵素反応生成物をプロットした際に、阻害剤が可逆的阻害剤ならば時間–生成物

のグラフは直線系となり、阻害剤が不可逆的阻害剤ならば時間–生成物のグラフは非

線形上昇カーブを描いた後に頭打ちとなることが知られている 11)。NCL1 を用いた酵 
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スキーム 1. NCL1 の合成ルート 

表 1.  PCPA と NCL1 の LSD1, MAO 阻害活性 

 
 

素速度論解析を行ったところ（図 3 左）、NCL1 によって LSD1 活性は時間依存的に低

下し、NCL1 は LSD1 を不可逆的に阻害すると考えられた。また、NCL1 と LSD1 の混

合溶液を MALDI-TOF MS で解析したところ、NCL1 と FAD が共有結合した複合体の

分子量と一致するイオンピーク（m/z 1228.1）が検出された（図 3 右）。これらの結果

から、NCL1 は図 1b に示すように、LSD1 の補酵素である FAD に共有結合して

NCL1-FAD 複合体を形成することで LSD1 を不可逆的に阻害することが示唆された。 

NCL1を用いたさまざまな生物試験により、NCL1は、細胞周期調節因子であるp21

やアポトーシス制御因子であるPUMAの遺伝子発現を上昇させることで、がん細胞増

殖阻害活性を示すことが分かった12)。さらに、動物実験においても、NCL1は抗がん

作用を示した。また、NCL1は、HIVの転写抑制作用を有することも明らかとなった13)。 

以上の結果から、LSD1選択的阻害剤の抗がん剤、抗ウイルス剤としての有効性が

示された。 
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図 3. NCL1 存在下における酵素速度論解析（左）と NCL1-LSD1 混合液の MALDI-TOF 

MS 解析（右） 

 

 

4. LSD1 阻害薬 NCD38 の創製研究 14,15) 

我々は、さらに高活性、高選択的な LSD1 阻害薬を見出すために、別のアイデアに

基づいた LSD1 阻害薬の創製研究を行った。 

すでに述べたように、非選択的LSD1阻害薬である PCPAはLSD1活性中心中で FAD

と共有結合を形成し、LSD1 を不可逆的に阻害する（図 4A） 。その際、PCPA の窒素

原子はアンモニア分子として LSD1 活性中心中から放出される。この機構を基に、我々

は「ドラッグデリバリー型標的酵素不活性化薬」という概念に基づき、リシン部分お

よび PCPA 部分を有する LSD1 不活性化薬 1 を設計した （図 4B）。メチル化リシンは

LSD1 の基質であるため、1 のリシン部分は MAO には認識されず、LSD1 により選択

的かつ効率的に認識されると考えられる。続いて LSD1 活性中心に運び込まれた 1 の

PCPA 部分は FAD と付加体を形成し LSD1 を阻害する。その際、1 のリシン部分はイ

ミン中間体となり、続く加水分解を受けることで LSD1 活性中心から放出されると予

想される（図 4B）。すなわち、1 のリシン部分は MAO および LSD1 阻害薬である PCPA

を LSD1 活性中心に選択的かつ効率的に運び込む「輸送体」として働くと予想された。

この機構により、1 はドラッグデリバリー型の強力な LSD1 選択的不活性化薬となる

ことが期待された。 

まず、「ドラッグデリバリー型標的酵素不活性化薬」の概念を検証するために、LSD1

の基質である H3 タンパクの N 末端ペプチドを PCPA 輸送体としたペプチド 1a を設

計、合成した（図 5）。1a の生物活性を評価した結果、期待通り、1a は MAO を阻害

せず（IC50 > 100M）、強力に LSD1 を阻害した（IC50 = 0.16M）（図 5）。しかし、1a 
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図 4.  (A) PCPA による LSD1 阻害、(B) 期待した 1 による LSD1 不活性化機構 

 

はペプチド化合物であることから、LSD1 を高発現する子宮頸がん HeLa 細胞、神経

芽腫 SH-SY5Y 細胞においても、強い細胞増殖阻害活性を示さなかった。 そこで、つ

ぎに 1a の低分子化を試みることにした。 
 

 
図 5. ペプチド 1a の生物活性評価 
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 低分子型 LSD1 不活性化薬の分子設計は、LSD1 の X 線結晶構造（PDB code 2UXN）
7)に基づいて行った。LSD1 の活性ポケット付近には、二つの特徴的な疎水性ポケット

が存在する（図 6）。その二つの疎水性ポケットに納まり得る置換基として、リシン構

造のC側にベンジルアミノ基を、N側にベンゾイル基を持つ低分子化合物 1bを設計、

合成した（図 6）。 

 
図 6.  低分子化合物 1b と LSD1 のドッキングスタディ 
 

化合物 1b の生物活性評価を行ったところ、1b は IC50 で PCPA の 100 倍以上と非常

に高い LSD1 阻害活性を示した。また、HeLa 細胞および SH-SY5Y 細胞に対して比較

的高い増殖阻害活性を示した（表 2）。化合物 1b が細胞系で活性を示したのは、ペプ

チド 1a に比べ細胞膜透過性が改善されたためであると考えられる。これらの結果か

ら、予想通り、1b のリシン部分が PCPA の生物活性を向上させたので、PCPA の輸送

体として最適な構造を見出すため、また、より高いがん細胞増殖阻害活性を有する

LSD1 阻害薬を見出すために、1b のリシン構造の最適化を行った。 
 

表 2.  PCPA、ペプチド 1a、化合物 1b の LSD1 阻害活性およびがん細胞増殖阻害活性 

 
 

 1b と LSD1 のドッキングスタディー（図 6）を基に、1b の構造最適化を行ったとこ

ろ、PCPA や NCL1 と比較して高い LSD1 阻害活性、がん細胞増殖阻害活性を示す化

合物 1g と 1t (NCD38) を見出した（図 7）。 
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図 7. PCPA、NCL1、化合物 1g と 1t（NCD38）の生物活性評価 
 

つぎに、LSD1 阻害活性およびがん細胞増殖阻害活性の両方で優れた結果を示した

化合物 1g と 1t（NCD38）に対して、これらの化合物が PCPA のドラッグデリバリー

型機構で LSD1 を不活性化しているかを酵素速度論解析、質量分析により調べた。化

合物 1g と 1t（NCD38）の LSD1 不活性化機構が図 4 に示すように不可逆的であるか

どうかを調べるため、反応時間に対する生成物の量をプロットしグラフの形を調べた

（図 8）。その結果、反応時間–生成物のグラフは非線形のカーブを描いた。この結果は、

LSD1 活性が時間依存的に低下していることを示しており、化合物 1g と 1t（NCD38）
が LSD1 を不可逆的に阻害していることが示唆された。 

 

 

図 8. 化合物 1g と 1t（NCD38）存在下での LSD1 速度論解析 
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図 9. 化合物 1g、1t（NCD38）と LSD1 の混合物の MALDI-TOF MS 解析（B） 

 

化合物 1g と 1t（NCD38）が図 4 に示す機構で LSD1 を不活性化していれば、化合

物のリシン構造に関わらず FAD-PCPA 付加体が生成することが予想される。そこで、

この FAD-PCPA 付加体の生成を確認するために、MALDI-TOF MS 解析を行い、

FAD-PCPA 付加体の分子量の検出を試みた。その結果、化合物 1g と 1t（NCD38）と

LSD1 をインキュベーションした溶液からは FAD-PCPA 付加体（m/z 918）および、そ

の脱水体 (m/z 900) に対応するピークが観測された（図 9）。LSD1 の代わりに FAD を

加えた条件下では FAD-PCPA 付加体に対応するピークは観測されなかった。さらに、

NCD38 と LSD1 をインキュベーションした溶液から、化合物 1g と 1t（NCD38）のリ

シン構造に相当するピークも観測された。  
以上の酵素速度論解析および質量分析の結果から、化合物 1g と 1t（NCD38）が LSD1

の活性中心に PCPA を送り届けるドラッグデリバリー型の機構（図 4）で LSD1 を阻

害していることが強く支持された。 

 

5. おわりに 

本研究では、触媒メカニズムに基づくヒストン脱メチル化酵素阻害薬の創製研究を

行い、LSD1 阻害薬として NCL1 と NCD38 を見出した。これらの LSD1 阻害薬を用い

たケミカルバイオロジー研究により、さらに詳しいエピジェネティクス機構が解明さ

れるとともに、エピジェネティクス制御を基盤とする新薬が誕生することを期待して

いる。 
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赤外円二色性スペクトルによる分子キラル分析法の開発 

北海道大学大学院先端生命科学研究院 

次世代ポストゲノム研究センター 

門出 健次 

 

１．はじめに 

生命分子はその認識能の発現するため、必然的にキラルな分子が多数を占めるが、その

キラリティーを分析する実用的な方法は意外と少ない。最も代表的な分析法が円二色性ス

ペクトルである。円偏光二色性（CD: Circular Dichroism）は、左回り円偏光と右回り円偏

光に対する吸光度の差を波長に対してプロットしたものであり、一般に紫外・可視領域の

光を対象としている。これらの吸収は、電子遷移を基本としているため、紫外・可視部に

吸収を有する化合物群がおもな対象となる。これに対して、VCD（Vibrational Circular 

Dichroism）は、近年普及し始めた赤外版の円二色性スペクトルのことである。振動円二色

性スペクトルとも訳されるが、私達の研究室では、従来の CD スペクトルとの関連性も含め

て、赤外円二色性スペクトルと呼んでいる。一般の円二色性スペクトルが電子遷移を基本

としているのに対して、VCD は振動モードのキラリティーを観測している 1)-3)。そのため、

赤外線吸収をもつキラル有機化合物には適用が可能であり、その応用範囲は極めて広い。

赤外円二色性スペクトルは 1970 年代初頭に最初に観測されたものであるが 4)-6)、1990 年代

になり米国のベンチャー企業より市販装置が販売され始め、その後、複数のメーカーも市

販装置の開発に成功、大学に一台程度の普及が進み、一般の研究者にとっても身近な研究

ツールとなった。VCD は分子中への紫外・可視発色団の導入の必要がなく、赤外吸収を基

盤としているため、ほとんどすべて光学活性な有機分子に適用可能な新たな光学分析手法

であるといえる。VCD の応用範囲としては、アミノ酸、ペプチド、ポリペプチド、タンパ

ク質、糖鎖、複合糖質、脂質等の一次代謝に関連した生体物質や、生理活性天然有機化合

物などの二次代謝物、薬物などの生体関連物質のみならず、超分子などの高次構造解析に

用いられているなど、低分子から高分子までの多様な分子の立体化学解析に用いられてい

る。 

 

図１． 
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２．理論計算との比較による絶対配置決定 

２．１ D609 の立体化学研究 

VCD の応用例とし最も頻繁にもちいられているのが、絶対配置の決定である。VCD の利

点として信頼にたる理論計算があるが、近年、一般的に用いられるようになった密度反関

数法により得られた理論 VCD スペクトルと実測スペクトルを比較することにより、非経験

的にキラル有機化学物の絶対配置を決定できる。今回、ドラッグ様化合物として D609 の

立体化学解析に VCD を適用してみた。 

D609（Tricyclodecan-9-yl-xanthogenate）は、リン酸基アナログとして知られるキサンテ

ート基を有する三環性化合物である。1967 年にその他のキサンテート基を有する化合物郡

とともに Möller 等によって合成され 7)、1984 年に口内炎ウイルスに対する有効性が報告さ

れた 8)。抗ウイルス作用の他に抗癌作用・抗炎症作用などの生理活性を誘引することが報告

されており、これらの作用は脂質シグナル酵素を阻害することで得られることが知られて

いる。また、メタボリックシンドロームに係わるスフィンゴミエリン合成酵素(SMS)9)の阻

害や抗酸化作用などが知られており、生理活性研究に関する報告は約 30 年間で、延べ 700

報以上にも上る。D609 には複数の不斉炭素があり、理論的に 8 種類の立体異性体が存在す

る。しかし、D609 には 700 報以上の生理活性研究に関する報告が存在するものの、立体化

学に関する言及はほとんどない。このように、D609 は、脂質代謝酵素研究において重要な

ツールであり、既に 30 社以上から市販されているが、驚いたことに、市販品でさえも、そ

の立体化学については全く考慮されていない。 

 

 

図２．D609 の構造と可能な立体異性体 

 

8 種の全異性体を合成すべく、その前駆体であるアルコール体の合成を行った。まず、ラ

セミ体として 4 種の前駆体アルコールを合成、化合物検出に必要となる紫外領域に吸収を

持つ置換基(発色団)を導入し光学異性体分割カラムを用い、8 種の全光学活性体を得た。

D609 はその炭化水素のみの骨格と少ない置換基の為に従来法では絶対立体化学決定が困
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難である。VCD は全ての有機化合物が吸収可能な赤外光を利用した新規立体構造解析ツー

ルであり、D609 のような特徴的な官能基がなく誘導化が困難な化合物にも適応可能である。

D609 の立体化学を VCD と DFT 法に基づく計算化学の組み合わせにより明らかにすること

とした。 

 

２．２ D609 前駆体アルコールの VCD 解析 

C-exo, O-endo 体 (3S, 3R)の VCD スペクトルの測定には光路長 100m の CaF2 セルを使

用し、炭化水素の領域に吸収を持たない CDCl3 を溶媒として使用した。試料濃度は 0.3 M

に調整し、8 cm-1 の分解能で 2 時間測定した。結果を図３に示す。 

 

図３．C-exo, O-endo 体 (3S, 3R)の VCD スペクトル 

 

 1000 – 1100 cm-1に現れる吸収はC-O伸縮振動、1250 cm-1付近の吸収はO-H変角振動、

1400 – 1500 cm-1の吸収は C-H 変角振動によるものである。エナンチオマー同士がミラー

イメージであり、両者の IR スペクトルが完全に一致していることから、光学分割の成功、

試料濃度の正確さ、VCD 測定の正当性の 3 点が証明された。その他 3 種のジアステレオマ

ーについても同様にミラーイメージが得られた。続いて、計算化学の導入により化合物の

絶対立体化学を決定した。 

 

２．３  絶対立体化学の決定 

 VCD は分子そのものの振動遷移を観測している為、ECD や CD に比べ計算による絶対立

体化学決定の信頼性が高いことが知られている。本研究においても、密度汎用関数法 (DFT

法)に基づく計算化学を導入することとした。計算レベルは比較的単純な B31YP/6-311G 

(d,p)を使用した。計算の例として (R)C-exo, O-endo 体を挙げる。 (R)C-exo, O-endo 体
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には図４に示したように、水酸基の O-H 結合の方向が異なる 3 種の安定構造が存在する。 

 
図４．(R)� C-exo, O-endo 体の配座異性体の構造とその安定性 

 

これら、それぞれについて IR スペクトル、VCD スペクトルを算出し、ボルツマン分布に従

って加重平均したものを計算スペクトルとした。以上のような手順で求めた

(R)C-exo,O-endo 体の計算スペクトルと(+)C-exo, O-endo 体の実測スペクトルを比較し

た(図５)。  

 

図５．C-exo,O-endo 体の実測及び理論計算 VCD、IR スペクトル 

 

図５において、上段は VCD スペクトル、下段は IR スペクトルを示している。また、緑

色の実線は(+) – C-exo, O-endo 体の実測スペクトル、点線は(R) – C-exo, O-endo 体の計算

スペクトルである。両者は程よく一致しており、ここから(+)– (R) – C-exo, O-endo と決定

出来た。また、対応するエナンチオマーである負の旋光度を持つものは()– (S) – C-exo, 

O-endo である。計算によって得られた IR スペクトルには 1250 cm-1付近に O-H 変角振動

による強い吸収が見られる。計算スペクトルは真空中での VCDスペクトルを示している為、

溶媒中で観測する実測スペクトルと異なり、計算によって得られるスペクトルでは、溶媒

による影響が全く無い。その為、O-H 変角振動が強い吸収として現れる。 

他の立体異性体についても同様の手法を用い、全 D609 前駆体アルコールの構造決定に成功
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した (図６)。今回用いた計算は比較的単純なものであったが、十分な一致が得られた。 

VCD の立体観測能の面からこの結果を考察すると、Fig. 3-4 からわかるように、ジアステ

レオマー間で VCDスペクトルに顕著な差が見られ、容易に識別可能である。この結果から、

D609 のような誘導化が困難な化合物に対し VCD による立体構造解析の有用性を示すこと

が出来た。 

 

図６．４種の D609 立体異性体の VCD スペクトル 

 

３．理論計算によらない新規の立体化学解析法 

３．１ VCD 励起子キラリティー法 10) 

理論計算を用いた VCD（赤外円二色性）スペクトルの計算は近年のトレンドとなりつつあ

る。しかし、VCD の感度が低いこと、ならびに比較的小さな分子しか計算できないという

問題があり、より汎用性の高い立体化学決定法の開発が望まれていた。本研究では、VCD

における励起子キラリティー法の可能性に着目した。 

励起子キラリティー法は二つの発色団の電気双極子モーメント（矢印、図７）の空間的

相互作用に基づくツインピーク型 CD シグナルの符号から分子の絶対立体化学を決める手

法である。すなわち、二つのモーメントが手前から奥に向かって時計回りに配置されてい

る場合（0° < < 180°）は正-負の分裂型ピークを示し、反時計回り（-180° <  < 0°）の場

合は負-正の分裂型ピークを示す 11)。VCD における励起子キラリティー法の可能性を検討す

るにあたり、我々はまずカルボニル基を発色団として用いることを考えた。カルボニル基

の C=O 伸縮振動の電気双極子モーメントは C=O 結合にほぼ並行に存在し、また他の官能

基の吸収から独立した場所に強い吸収を示すという利点がある。 
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図７．二つのカルボニル基の成す角度θ及び分裂型コットン効果の符号と二つのカルボ

ニル基の空間的配置の関係 

 

 まず、マンノース誘導体 1 について、0.05M CDCl3溶液中、100m 光路長の CaF2セル

中にて VCD を測定した（図８a）。IR は 2 分、VCD は 90 分測定した。カルボニル基を一つ

だけ持つモノアセチル化体 1a と 1b はカルボニル伸縮振動の領域（1800-1600 cm-1）に強

い IR 吸収を示したが、極めて弱い VCD を示すのみだった。これに対し、カルボニル基を

二つ持つビスアセチル化体 1c は強度が約 20 倍増強された分裂型 VCD を示した。1a-1c の

比較により、この分裂型ピークは各々のカルボニル基由来のシグナルの和ではなく、二つ

のカルボニル基の相互作用に基づくものであることが示された。同様の現象は ginkgolide

等の天然物に見られる構造モチーフである-置換ラクトン 2 についても観察された。すな

わち、カルボニル基を二つ持つ 2c は分裂型 VCD シグナルを示し、その強度はカルボニル

基を一つだけ持つ 2a、2b に比べ 25 倍以上であった（図８b）。さらに、これらの分裂型シ

グナルの符号は二つのカルボニル基が成す二面角と一致していた。すなわち、エステル結

合の s-trans 配座、ならびにカルボニル酸素とメチン水素が syn の立体配座を示すことを考

慮すると、1c、2c ともに反時計回りの関係を示し、観察された負-正の分裂型ピークと一致

する結果を与えた。 

 

図８．マンノースおよびγラクトン誘導体の VCD スペクトル 
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 1c、2c 以外でも励起子キラリティー法の理論が適用されるかどうかを確認するため、図

９に示す各化合物を合成し、その VCD を測定した。観察された1、2 の値、ならびに

分裂型ピークの強度 A（1 – 2）、理論計算によって求められた最安定コンフォマーにお

ける二つのカルボニル基の二面角（）を検討した。やはり、正の二面角を示すものは正-

負の分裂型ピークを示し、負の二面角を持つものは負-正の分裂型ピークを示した。以上の

ことから、絶対立体化学を本手法において決定できることが示された。 

 

図９ 

 

３．２ ECD 励起子キラリティー法と VCD 励起子キラリティー法の比較 

 これまでのデータは、VCD を用いた本手法が、絶対立体化学をピークの符号から決定で

きるだけでなく、ECD 励起子キラリティー法とも類似していることを表している。すなわ

ち、発色団の性質が強度 A に及ぼす影響は以下の通りである。 

(1) 二つの発色団の吸収極大波数の差が大きいほど A が低下。 

(2) 二面角が 0°か 180°に近い場合は A がゼロに近付く。 

(3) 発色団間の距離の増大により A が減少（6-8）。9 のように距離が極めて近い場合には

が±1 に到達する巨大なピークが観察される。 

(4) 発色団が 3 つ以上ある化合物の場合、観察される分裂型ピークの形状は個々の二つの発

色団間相互作用の和によって近似される。すなわち、1g のピーク形状は 1c-1e の分裂型シ

グナルの和とよく一致する。 

以上の類似点より、我々は本手法を VCD 励起子キラリティー法と呼ぶことを提唱した 10)。 

 

３．３ 各種（環状）天然物への応用 
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 本手法を用いると、ECD による手法や Mosher 法などが適用できない各種天然物の絶対

立体化学を簡便に決定することができる。例えば、9 のようなスピロ化合物も簡便に解析で

きる。さらには、アシロキシケトン、-アミドラクタム、ジラクトンやジエステルなど

も解析可能である。図１０の各化合物（スピロ化合物を除く）について VCD 励起子キラリ

ティー法を適用したところ、全ての化合物において分裂型ピークの符号から絶対立体化学

が決定できることが明らかとなった。図１０b に一例として、picrotoxinin（GABAA 受容体

阻害剤）、diltiazem（血管拡張剤）の VCD を示す。また、taxifolin 10 の場合にはアセチル

基を戦略的に導入することにより、C 環に元々存在するケトンとの相互作用に基づく分裂型

ピークを観測することができた。 

 

 
図１０．VCD 励起子キラリティー法の適用例 

 

３．４グリセロ脂質の絶対立体化学決定法の開発 

 次に、本手法を用いたグリセロ脂質の絶対立体化学の決定法の開発に着手した。グリセ

ロ脂質は細胞膜の主要な構成成分の一つであり、シグナル伝達にも関与する。グリセロ脂

質の絶対立体化学は、細菌は sn-3 型、古細菌は sn-1 型、真核生物は sn-3 型であると考え

られている。しかし、哺乳類に見出される bis(monoacylglycero)phosphate が sn-1 型であ

ることが判明しており、進化の過程を解明する上でもグリセロ脂質の立体化学を簡便に解

析しうる方法の開発は重要な課題である。また、最近の研究により D-アミノ酸が白内障や

アルツハイマー病に関連していることが示唆されていることから、脂質分子に関しても立
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体化学と生体機能との関連を究明する必要があると考えられ、本研究によって開発した方

法論がそのような研究の発展に貢献すると期待している。 

 グリセロ脂質は頭部のアルコール部に、ホスホコリン基や糖の導入などいくつかの修飾

を受ける。また、脂肪鎖の長さや不飽和度も多様である。そこで、各種グリセロ脂質に対

して適用可能な本手法が適用可能かどうかを検討するべく、図１１に示すような各種の頭

部と脂肪鎖を有するグリセロ脂質 30 種以上を調製し、それらの VCD を測定した。その結

果、全ての化合物について sn-3 型のときは負-正の分裂型ピークを示し、sn-1 型のときは負

-正のピークを示すことを見出した。以上の結果より、VCD を用いることによりグリセロ脂

質の絶対立体化学を簡便に決定しうることが示された。現在、生体内脂質への応用を検討

中である。 

 
図１１．VCD 励起子キラリティー法を適用したグリセロ脂質の構造 

 

３．５ VCD の高感度化 

 本手法は、絶対立体化学の決定のみならず VCD 測定の高感度化にも利用することができ

る。例えば、2c の分裂型シグナルは 2.5 mM の濃度でも測定可能であった。すなわち、0.02 

mg のサンプル量で絶対立体化学を決定できた。従来 VCD 分光法には 1-10 mg のサンプル

量が必要とされていたが、大幅なサンプル量の低減を達成した。さらに、0.05 M の条件に

おいては、このような分裂型シグナルは測定時間 2 分でも観測可能だった。なお、このよ

うな測定は未修飾の2aでは不可能だった。近年報告されたVCD装置の改良と相まって 12)、

本手法は今後微量サンプルの解析や経時測定への応用が期待される。 

 

４．おわりに 

複雑な化合物を扱う場合キラリティーは必然的に考慮しなくてはならい問題であり、

VCD は、立体化学解析に極めて有効なツールになりつつある。理論計算との組み合わせに

よる解析法は、極めて信頼性の高い立体化学の知見が得られる。欧米メガファーマ―にお

いては、既に、本 VCD 装置が導入されており、ルーチンにより創薬候補化合物の立体化学

が決定されている。今回我々が開発して VCD 励起子キラリティー法は、理論計算を必要と

しない最初の非経験的な絶対配置決定法であり、今後の VCD 法の利用を加速させるものと

信じている。 
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マスト細胞からのヒスタミン放出機構の解明 

名古屋市立大学大学院薬学研究科 生体超分子システム解析学分野  

平嶋 尚英 

 

はじめに 

花粉症や喘息などのアレルギー疾患に悩む人々は近年ますます増加の傾向にあり、

国民の３人に１人はアレルギー症状を持つといわれている。このため優れた抗アレル

ギー薬の開発が必要であることは論をまたない。 

アレルギーの症状は、マスト細胞（肥満細胞）から分泌される種々の炎症性メディ

エーターにより誘発される。なかでもヒスタミンは、末梢神経の刺激や血管透過性の

亢進により、くしゃみ、鼻漏、鼻閉、かゆみ、平滑筋収縮や粘液分泌の亢進等を引き

起こす。ヒスタミンは、マスト細胞内の分泌小胞に蓄えられており、抗原（アレルゲ

ン）によって、刺激をうけると分泌小胞が細胞膜と膜融合し、分泌小胞の内容物が細

胞外へ分泌される、いわゆるエクソサイトーシスによる分泌がおこる 1)。 

これまでの抗アレルギー薬の多くは、ヒスタミン受容体のブロッカーである抗ヒス

タミン薬に代表されるような、マスト細胞から分泌された炎症性メディエーターの受

容体のブロッカーであった。一方、クロモグリク酸のようにマスト細胞からの炎症性

メディエーター分泌を抑制する薬物も存在するが、その作用機序やターゲット分子は

明確ではない。エクソサイトーシスによる分泌の分子機構を明らかにすることは、特

定の分子をターゲットとした炎症性メディエーター分泌の抑制薬の開発にも貢献す

ると考えられる。 

我々はこれまでの研究において、マスト細胞のエクソサイトーシスにおいてSNARE 

(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor)とよばれる一群の蛋

白質とこれらに結合する蛋白質が、ヒスタミンなどの炎症性メディエーターを含む分

泌小胞と細胞膜の融合に関与していることを明らかにしてきた2-4)。 

本研究では、これまで行ってきたマスト細胞からの炎症性メディエーター（ヒスタ

ミン）の放出機構を分子レベルでの解明をマスト細胞を使って進めるとともに、特定

のタンパク質の機能をより純粋な系で検討できるリポソームベースの人工膜融合系

を用いてさらに詳細な検討を行った。また、DDS のキャリアーとして用いられるナ

ノ粒子のマスト細胞の分泌に与える影響についてもあわせて報告する。なお、以下の

実験では、マスト細胞としてはすべて RBL-2H3 細胞を用いた。 
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１．エクソサイトーシスによる分泌機構の解明 

分泌小胞が細胞膜と膜融合するには、分泌小胞の細胞膜へ輸送されなければならな

いが、この輸送機構は分子レベルで解明されていない。そこで、マスト細胞における

分泌小胞の微小管依存性の輸送機構について分子レベルで明らかにすることを試み

た。 

（１）微小管依存性輸送機構の解明（図１） 

 分泌小胞は細胞膜近傍までは、微小管の上を輸送されると考えられているが、これ

に関与するモータータンパク質であるキネシンは同定されていない。そこで、微小管

依存性の分泌小胞輸送に関与することが期待されるキネシンについて、siRNA を用い

たノックダウン実験を行い、どのキネシンが分泌小胞の輸送に関与しているかを検討

した。その結果、キネシンファミリーの kif3A が分泌小胞の輸送に関与していること

を見出した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）アクティブゾーン様構造の関与 

 細胞膜近傍に輸送されてきた分泌小胞は、細胞膜と融合してその内容物を細胞外に

放出する。同様のエクソサイトーシスによって分泌を行う神経終末では、シナプス小

胞が細胞膜と融合する部位はアクティブゾーンと呼ばれる特殊化した部位である。 

マスト細胞のような非神経系の細胞ではアクティブゾーンのような構造は知られて

いない。そこで、マスト細胞アクティブゾーン蛋白質が発現し、分泌に関与している

マスト細胞 

分泌小胞 

微小管 アクチン 

アダプター 
タンパク質 

キネシン 

分泌小胞 

ア ク テ ィ ブ ゾ
ーン様構造？ 

ミオシンＶ SNARE 

細胞膜 

図１． マスト細胞における分泌小胞の輸送と細胞膜へのターゲッティング 

Rab27a 

エクソサイトーシス 

によるヒスタミン分泌 
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かどうかを検討した。すでに我々はアクティブゾーン蛋白質である ELKS がマスト

細胞に発現し、エクソサイトーシスに関与していることを明らかにした 5)。さらに、

アクティブゾーン蛋白質の一つである Liprinαがマスト細胞に発現し、エクソサイト

ーシスに関与しているかどうかを調べた。 

その結果、Liprinα1 がマスト細胞に発現し、分泌を正に制御していることが明ら

かとなった（図２）6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）ストア依存性 Ca チャネル Orai の関与 

 マスト細胞の分泌をはじめ、神経終末からの神経伝達物質の放出などエクソサイト

ーシスは一般に、細胞内の Ca イオン濃度の上昇がトリガーとなる。マスト細胞の場

図２． siRNA を用いた Liprin-α 1 の発現抑制の開口放出への影響 

A. Western Blotting による Liprin-α 1 の発現抑制の確認 
B Liprin-α 1 を発現抑制した細胞における分泌活性 (means± S.E., *, p<0.01, 
Student’s t test)  

分
泌
量

(%
) 
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合、この Ca 濃度上昇は、細胞内の Ca ストアから Ca イオンの放出とそれによって

活性化される細胞膜にあるストア依存性 Ca チャネルによって担われていることは知

られていた。しかしながら、ストア依存性 Ca チャネルの分子実体は長いこと不明で

あった。近年、その分子実体が Orai とよばれる Ca チャネルであること、STIM と呼

ばれる小胞体の蛋白質がストア内の Ca イオンの枯渇を Orai に伝え、これを活性化

することが明らかとなった（図３）7)。 

Orai には Orai-1、-2、-3 の３つのアイソフォームが存在する。そこで、マスト細胞

にどのアイソフォームがどの程度存在し、分泌に関与しているかを明らかにすること

を試みた。その結果、Orai-1 が最も多く発現し、次に Orai-2 が多く、Orai-3 の発現

は非常に少ないことが明らかとなった。興味深いことに、Orai-1 と-3 が細胞膜に発

現しているのに対して、Orai-2 は主に分泌小胞に発現していた。また、Orai-2 をノ

ックダウンすることで、Orai-2 が抗原刺激による細胞内 Ca 動態と分泌を制御してい

ることが明らかとなった。 

 

 

 
 
 

２．再構成リポソーム系を用いた SNARE 依存性膜融合の評価 

 我々は、マスト細胞のエクソサイトーシス機構を研究し、SNARE 蛋白質が重要な

図３． Orai と STIM によるマスト細胞における細胞内 Ca 濃度上昇機構 

マスト細胞上には IgE の受容体(FcRI)が発現しており、IgE が結合している。アレルゲン
である抗原(Ag)が IgE に結合すると、FcRI が活性化され、ホスホリバーゼ C(PLC)が活
性化される。その結果、IP3 が産生され、これが IP3 受容体を介して Ca ストアからの Ca
放出を引き起こす。さらに、ストアの Ca 枯渇を STIM が感知し、それを Orai に伝え、Orai
が開き Ca イオンが細外から流入する。 
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役割を果たしていることを明らかにしたが、マスト細胞にはいろいろな SNARE 蛋白

質が発現しており、どの蛋白質がどの程度エクソサイトーシスに寄与しているかが明

らかではなかった。そこで、細胞そのものを用いるのではなく、特定の SNARE 蛋白

質をリポソームに組込んだ単純化した人工膜系で膜融合実験を行った。 

（１）SNARE 再構成リポソームによる分泌機構の解析 

SNARE 蛋白質を組み込んだリポソームの膜融合実験では、分泌小胞にある

SNARE （v-SNARE）を組み込んだリポソーム（v-SNARE リポソーム）と分泌小

胞が融合する相手である細胞膜にある SNARE（t-SNARE）を組み込んだリポソーム

（t-SNARE リポソーム)の融合を測定した。膜融合活性の評価は、リポソームを構成

するリン脂質の一部を NBD とローダミンによって標識し、両蛍光色素の FRET 効率

をモニターすることによって行った。FRET とは、励起波長の短い方の蛍光色素

（donor）を励起しているにもかかわらず、励起波長の長い方の蛍光色素（acceptor）

にエネルギーが移動し、励起波長の長い方の蛍光色素の蛍光が観察される現象である。

この FRET の効率は、両蛍光色素間の距離に鋭敏に依存するので、分子間相互作用や

分子間距離を評価するのによく用いられる。v-SNARE リポソーム中では NBD とロ

ーダミンの２つの蛍光色素が、FRET が効率よくおこる状況にある。従って、NBD

を励起する励起光をあてると NBD は励起されるがそのエネルギーはローダミンに移

動するため、NBD の蛍光は減少する。一方、励起された NBD からのエネルギー移

動によってローダミンは励起されてローダミンの蛍光が観察される。ところが、

v-SNARE リポソームが無標識の t-SNARE リポソームと融合すると、蛍光色素がう

すめられ、結果として NBD とローダミンの距離が大きくなり、FRET の効率が低下

し、その結果、NBD からエネルギーが供給されなくなったローダミンの蛍光は減少

し、一方、ローダミンにエネルギーが移動しなくなった NBD の蛍光は増大する（図

４）。 

実際の測定では、膜融合に伴う NBD の蛍光強度の増大を経時的に測定した。最後

に界面活性剤を加えて、FRET が全くおこらなくなった状態での NBD の蛍光強度

（Fmax）を測定し、FRET 効率は、この Fmax に対する相対値(%)で評価した。 

マスト細胞のエクソサイトーシスに関与する SNARE としては、v-SNARE として

VAMP-7、-8 が、t-SNARE としては、SANP23 と syntaxin-3、-4 が関与していると

考えられている。これらの SNARE をリポソームに再構成し、いろいろな組合せの

SNARE で膜融合効率を比較した。その結果、v-SNARE として VAMP-8、t-SNARE 

として syntaxin-3 と SNAP23 の組合せの融合効率が最も高く、v-SNARE として
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VAMP-7 を組込んだリポソームの膜融合活性は syntaxin の種類によらず低いことを

見出した（図５）8)。 

v-SNARE として VAMP-8、t-SNARE として syntaxin-4 と SNAP23 の組合せでも融

合はおこるので、実際のマスト細胞においては、syntaxin-3 と-4 のどちらも機能し

ていると推測されるが、分泌小胞の種類や内容物の違いによって使い分けられている

のかもしれない。今後、分泌小胞の種類の詳細な分類と関与する SNARE の関係を追

究する必要がある。 
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図４．FRET による膜融合活性の測定 

Donor として NBD を、acceptor としてローダミンを用いた。 
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（２）リポソーム膜融合に対する synaptotagmin II の影響 

分泌小胞と細胞膜の融合は、Ca イオン依存性であることが知られている。しかし

ながら、SNARE 自体に Ca 依存的活性は見出されていない。神経系では、Ca センサ

ーに相当する蛋白質として、synaptotagminⅠが神経伝達物質の放出に関与している

ことが知られている。実際、synaptotagminⅠを欠損したショウジョウバエやノック

アウトマウスでは、シナプス伝達が阻害される。マスト細胞で最も豊富に発現してい

る synaptotagminⅡ（SytⅡ）であるが、これまでその機能は、エクソサイトーシス

を正に制御するという報告と、負に制御するという報告があり、どちらか明らかにな

っていなかった。そこで、リポソームの SNARE 依存性膜融合に対する

synaptotagminⅡの影響を調べた。その結果、図６に示したように、膜融合への影響

はSytⅡの濃度によって異なり、SytⅡが高濃度に存在すると膜融合を促進させるが、

SytⅡの低濃度では抑制効果をもたらすという結果が得られた 9)。 

さらに、この作用の脂質依存性を調べるために、負電荷をもつリン脂質である

phosphatidylserine（PS）を、すべて phosphatidylcholine（PC）に置き換えたリポ

ソームで実験を行った。その結果、低濃度の SytⅡで見られた抑制作用に変化はなか

ったが、高濃度で見られた促進作用は見られなくなった。この結果より、SytⅡは PS

と相互作用することで膜融合を促進させていることが示唆された。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５．マスト細胞のエクソサイトーシスに関与する SNARE の組合せとリポソーム膜融合活性 

v-SNARE リポソームと t-SNARE リポソームを混合後、120 分の膜融合を示す。 
t-SNARE として SNAP23 はすべての組み合わせで共通に存在し、syntaxin が syntaxin3 か
syntaxin4 の場合を検討した。また、v-SNARE としては、VAMP7 か VAMP8 の場合を検討した。 
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３．マスト細胞の分泌に対するナノ粒子の影響 

 

ポリ乳酸・グリコール酸（PLGA）粒子は、生体内分解性・適合性に優れた DDS

のキャリアーとしても良く用いられる粒子である。したがって、PLGA 粒子のマスト

細胞への影響を調べることは、このナノ粒子の DDS としての応用を考える上で重要

である。そこで、PLGA 粒子のマスト細胞の分泌に与える影響を調べた。PLGA はエ

マルション溶媒拡散法により調製した。このナノ粒子懸濁液を RBL-2H3 細胞へ添加

し、一定時間後（２時間と２０時間）、マスト細胞の抗原刺激に対する分泌を測定す

ると、ナノ粒子添加後２時間では影響がないが、２０時間後には分泌が阻害された（図

７）。 

一方、ナノ粒子に暴露された細胞は、一旦ナノ粒子を細胞内に取り込んだ後、細胞

外に放出することが観察されている。従って、ナノ粒子をエクソサイトーシスによっ

て細胞外に排出するために SNARE 蛋白質が使われるために、エクソサイトーシスに

よる分泌が阻害されたと考えられる。そこで、形質膜上に存在する SNARE（t-SNARE）

の一つである SNAP-23 を過剰発現させたマスト細胞を用いて同様の実験を行ったと

図６．リポソーム膜融合に対する synaptotagmin の影響 

図６．マスト細胞のエクソサイトーシスに関与する SNARE の組合せとリポソーム膜融合活性 

v-SNARE リポソームと t-SNARE リポソームを混合後、120 分の膜融合を示す。（ ）内の濃度は加
えた synaptotagmin の濃度を表す。 
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図 7．マスト細胞の分泌に対するナノ粒子暴露の影響 

ナノ粒子暴露後２時間と２０時間でナノ粒子の分泌に対する影響を調べた。Plain-NP は無修飾の
PLGA ナノ粒子、CS-NP はキトサン修飾をした PLGA ナノ粒子に暴露した場合。 
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ころ、ナノ粒子暴露による分泌の阻害が抑制された 10)。 

 

このことは、ナノ粒子暴露による分泌の阻害が、ナノ粒子の排出による競合阻害で

あることを示唆する。 

次に、in vivo において、ナノ粒子が腹腔マスト細胞に及ぼす影響を、全身性アナ

フィラキシー誘発マウスにより評価した。C57BL/6 マウスに IgE とナノ粒子懸濁液

を腹腔内投与し、24 時間後に抗原を腹腔内投与した。直腸内温度を記録し、血清中

のヒスタミン濃度を測定することでアナフィラキシーの重症度の指標とした。マウス

にナノ粒子懸濁液を投与し、抗原抗体刺激により全身性アナフィラキシー誘発させた

ところ、キトサン修飾粒子を投与した群において、直腸温度の減少が抑制され、また、

血清中のヒスタミン濃度の減少が観察された。 
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人工血管内腔狭窄機序の解明とキマーゼ阻害薬による狭窄予防 

 

大阪医科大学 薬理学教室 

金 徳男 

 

１、 はじめに 

腎不全患者において２日に１回の透析による血液浄化はその生命維持に不可欠である。人

工透析技術の向上は日進月歩であり、近年、例え左右の腎臓が共に機能不全に陥ったとして

も、数十年間も血液透析に頼りながら通常の生活を送ることももはや夢ではなくなった。こ

のような患者において欠かせないのがスムースな血管アクセスルートの確保である。しかし、

近年、このアクセスルートの機能不全が臨床上大きな問題となってきている。 

全身血中の老廃物を効率よく除去するには一定の時間内に充分な血液量を透析装置に通過

させ、浄化後の血液を再び血管へ戻さなければならない。つまり、大量の血流量を確保する

には動脈の血流が理想的であるが、動脈の解剖学的な局在は深く、穿刺やその後の止血など

も容易ではない。そこで、透析を必要とする患者は外科的に血管アクセスルートを作製しけ

ればならない。その作製術として、①自己動脈と静脈の吻合よるシャント術（内シャント）；

② ePTFE (expanded polytetrafluoroethylene) 人工血管の動脈と静脈間におけるループ状の移

植術（外シャント）が挙げられる（図１）。外シャントに比べて、内シャントの開存率が良

いと言われているが、 

腎不全患者の血管 

状態が非常に悪く、 

内シャントの作製 

に適しない場合に 

は人工血管移植術 

が施される。しか 

し、この外シャン 

トの使用可能な期間は短く、移植後の１年間開存率は５０％以下であり、２年間開存率は２

５％以下となる[1]。そこで、多くの患者は新たな血管アクセスルートの作製を余儀なく強い

られ、患者に与える苦痛が甚大であるだけではなく、医療保険コストの面でも社会的に非常

に大きな問題となっている。勿論、内シャントも外シャントと同様に時間の経過とともに血

管内膜肥厚による管腔狭窄が進んでゆき、最終的には血液浄化に必要な血液量を提供できず、

血管アクセスの不全に陥ってしまう。内シャントの狭窄好発部位は動脈の血液流出部位に当

   

 動静脈吻合部 ＰＴＦＥ人工血管 

内シャント 外シャント 
動脈 

静脈 

血流

図１ 血管アクセスルート
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たる静脈管腔内と動静脈吻合部であり、外シャントの場合はePTFE人工血管と静脈との吻合

部と人工血管管腔内である[2]。このような血管内膜肥厚の原因については未だ不明な点が多

いが、血行力学的変化、アンジオテンシンＩＩやTGF-β1などの活性化がその一部に関与する

と報告されている[3, 4]。 

これまでに、我々は肥満細胞顆粒中に貯蔵されているキマーゼが従来のアンジオテンシン

変換酵素（ACE）に加え、アンジオテンシンＩからアンジオテンシンＩＩへの変換において

非常に重要な役割を果たしていることを報告してきた[5]。また、本酵素がTGF-β1やマトリ

ックスメタロプロテアーゼ(Matrix metalloproteinase、MMPs)の活性化などにも関与することが

明らかになりつつある[6, 7]。そこで、本研究では、人工透析時の血管アクセスルートの代用

モデルとして、イヌ動静脈シャントモデルと人工血管移植モデルを作製し、その後のキマー

ゼの動態やキマーゼ特異的な阻害薬の薬効などについて検討した。 

 

２、イヌ動静脈シャントモデルの血管内膜肥厚とキマーゼ[8] 

 図２に示すように、麻酔下のイヌ上腕動脈と静脈を剥離し、それぞれの血管を縦方向に1.2 

cmを切開し、側―側吻合を行った。その一ヶ月後、サンプルを採集し、血管内膜肥厚の特徴

とキマーゼ、ACE、 TGF-β1およびアンジオテンシンＩＩなどの変化について組織学的な検

討を行った。また、本病態におけるレニンーアンジオテンシン系の役割を解明するため、キ

マーゼ阻害薬（NK3201）[9,10]とACE阻害薬（Lisinopril）の薬効についても検討を加えた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

内膜肥厚やキマーゼなどの発現に対する解析部位は主に３ヵ所が含まれ（図２）、部位Ａは上

腕部の求心側であり、この部位の静脈はモデル作製後、動脈の血液流入口に相当し、従って、

シェアストレスや動脈圧の影響を最も受けやすくなる。部位Ｂは動静脈の吻合部であり、図

２と図３に示しているように、左側の半分くらいは動脈、そして、その右側が静脈になる。

部位Ｃは上腕部の遠心側であり、この部位の静脈へは動脈の血液が殆ど流れず、シェアスト

図３ 内シャントの血管内膜肥厚特徴  図２ モデル作製法 

動脈 静脈 
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レスや動脈圧の影響をそれほど受けない。結果、イヌ動静脈シャント作製１ヶ月後の血管内

膜肥厚は部位Ａの静脈側で最も顕著であり、内腔面積も非常に小さく（図３、部位Ａ）、透

析患者の内シャント狭窄特徴と類似していた。動静脈吻合部（部位Ｂ）の動脈壁では著明な

内膜肥厚が見られなかったが、その静脈壁においては非常に顕著な偏心性内膜肥厚が見られ

た。一方、シェアストレスなどの影響をあまり受けない部位Ｃの静脈においては内膜肥厚が

殆ど見られなかった（data not shown）。部位Ａと部位Ｂの血管内膜肥厚及び血管内腔狭窄は

キマーゼ特異的な阻害薬であるNK3201の経口投与により有意に改善された（図４）。また、

ACE阻害薬であるLisinoprilの投与によっても内膜肥厚がある程度抑制され、血管内狭窄も有

意に改善されたことから、本病態におけるレニンーアンジオテンシン系の関与が示唆された。

以上の結果を踏まえ、本研究では、動静脈シャント作製後の肥厚部位におけるキマーゼや従

来のレニンーアンジオテンシン系の構成諸要素の分布や変化などについても免疫染色を用い

て調べることにした。結果、キマーゼ陽性細胞は正常の静脈や動脈では非常に少なかったが、

動静脈シャント作製１ヶ月後の静脈の肥厚部位とその中膜においては多数認められた（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

また、正常動静脈のＡＣＥの陽性染色像は内皮細胞に限局して見られたのに対し、肥厚内膜

中の微小血管内では多数のリング状の陽性染色像が認められた。TGF-β1に関しても、正常血

管では陽性染色が非常に少なかったが、肥厚内膜では多数見られた。また、内膜肥厚部位に

おいて、アンジオテンシンＩＩの広範囲な陽性染色像が見られ、同部位におけるAT1受容体の

陽性染色像も確認できた。以上より、イヌ動静脈シャント作製後の血管内膜肥厚の病態生理

の一部にはキマーゼやACEの活性化によるアンジオテンシンＩＩの産生過剰やTGF-β1の活

性化が関与することが示された。 

 

３、 イヌePTFE人工血管移植モデルの内膜肥厚とキマーゼ[11] 

前述したように、近年、血管アクセスルートにePTFE人工血管を用いる機会が大いに増え、

  

図４ 血管内膜肥厚の定量 図５ 免疫染色 
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その後の機能不全も臨床上大きな問題となってきており、その対策が急がれている。そこで、

我々はイヌのePTFE人工血管移植モデルの作製を試み、本モデルにおけるキマーゼの役割に

ついて検討することにした。 

麻酔下に、イヌの大腿動脈と静脈を剥離し、血流遮断後にePTFE人工血管（長さ：10 cm、

直径：4 mm）を動静脈間にループ状に移植した（図６Ａ）。その２週、４週と８週間後に自

己動脈、人工血管と自己静脈を含んだサンプル全体を摘出し、三等分に切断後、カルノア固

定し、パラフィンブロックを作製した。動静脈吻合部と人工血管内腔の血管内膜肥厚の全体

像を把握するため、三等分したサンプルを輪切りではなく、図６Ｂに示すような縦軸方向へ

の組織切片作製を試み 

た。つまり、動脈側に 

は吻合された自己動脈 

壁（Ａ）と人工血管の 

一部、中間部は上下の 

人工血管壁によって囲 

まれており、そして、 

静脈側には人工血管の 

一部と自己静脈壁（Ｖ） 

が含まれる（図６Ｃ）。 

 図６Ｃに示すように、人工血管移植２週間後、内膜肥厚は静脈吻合部の人工血管起始部よ

り認められ、時間の経過とともにそのボリュームを増やしていった。そして、移植８週後で

は静脈吻合部だけではなく、吻合部から遠く離れた人工血管の中間部でも局所的な著明な内

膜肥厚が見られるようになった。面白い 

ことに、組織切片上の人工血管壁をよ 

く観察すると、管腔内外を貫く多数の 

隙間が存在していた。そして、その隙 

間には外膜側から内腔へ向かって遊走 

している細胞が数多く見られた（図７）。 

このような隙間はPTFEをある条件下で 

急激に引き延ばした結果であり、従っ 

て、expanded PTFE（ePTFE）と呼ばれ 

てきた。ePTFE人工血管移植４週間後、 

外膜側からの細胞遊走は半分程度まで 

図６ 

図６ 人工血管移植法と内膜肥厚の経時的変化 

図７ 人工血管壁の細胞遊走像 
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しか進んでおらず、この時期の人工血管内腔では、吻合部付近を除き、内膜肥厚が殆ど見当

たらなかった（図７、上）。しかし、その８週間後では動静脈吻合部以外の所でも内膜肥厚

が局所的に見られるようになった。この時期の人工血管壁には、外膜側からの細胞遊走が人

工血管素材全壁に及んでいた（図７、下）。人工血管移植後、内膜肥厚が吻合部から人工血

管管腔方向への進達は2 cmを超えないと言われており、人工血管中間部の内膜肥厚における

外膜側遊走細胞の関与が示唆された。ePTFE人工血管移植２ヶ月後の血管内膜肥厚はキマー

ゼ阻害薬であるNK3201の経口投与によって大きく抑制された（図８）。本モデルにおけるキ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

マーゼやアンジオテンシンＩＩの分布なども免疫染色を用いて検討したが、人工血管移植後、

特に人工血管周囲組織において広範囲な陽性染色像が見られた（data not shown）。 

人工血管移植後に現れる内膜肥 

厚の細胞成分を特定するために、 

細胞マーカーであるvimentin,、 

α-SMA,、desmin とsmoothelinの免 

疫染色も行った。Vimentinは線維 

芽細胞や筋線維芽細胞などの間葉 

系細胞に特異的に発現する細胞骨 

格成分であり[12]、α-SMAは血管平滑筋だけではなく、線維芽細胞が形質転換されて筋線維芽

細胞になった場合でも発現する[13]。Desminは心筋、骨格筋、平滑筋に発現し[14]、Smoothelin

は平滑筋にしか発現しない[15]。従って、このような細胞マーカーの発現を調べることにより

細胞成分をある程度特定可能とする（表１）。図９は人工血管移植２ヶ月後の静脈吻合部の

表１

図８ 人工血管移植後の内膜肥厚に対する NK3201 の効果 
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連続切片である。この図に示している 

ように、内膜肥厚部位の細胞成分の９ 

割くらいはVimentin陽性であり、そし 

て、その殆どがα-SMAも陽性であった。 

一方、DesminやSmoothelinを発現して 

いる細胞は極めて少なく、人工血管移 

植後の肥厚部位の大部分は筋線維芽細 

胞であることが示された。その他の細 

胞成分については、線維芽細胞や形質 

転換途中の細胞であると考えられた。 

人工血管壁への遊走細胞についても同 

様な検討を行ってみたが、遊走して侵入した細胞の殆どはVimentin陽性細胞であったが（図

７）、α-SMA、DesminおよびSmoothelinの発現は認められず、線維芽細胞であった。 

 以上より、ePTFE人工血管移植後の吻合部以外の内膜肥厚の形成機序には、人工血管周囲

組織に存在する線維芽細胞の管腔内への遊走と浸潤が密接に関与する可能性が示唆された。

つまり、線維芽細胞が外膜側から遊走して内腔側に到達すると、そこで足場を提供したり、

その細胞自体が増殖し、または、形質転換されて筋線維芽細胞となったりして内膜肥厚のボ

リュームを増やしているのではないかと考えられた。また、近年、アンジオテンシンＩＩや

TGF-β1などの活性化が血管再構築に伴う細胞遊走や形質転換に関与することもよく知られ

ている。本研究でもグラフト周囲組織におけるキマーゼ、アンジオテンシンＩＩやTGF-β1

の著明な活性化が認められており、キマーゼ特異的な阻害薬の投与は各部位の血管内膜肥厚

を有意に抑制したことから、キマーゼを介したアンジオテンシンＩＩ産生過剰やTGF-β1の活

性化がePTFE人工血管移植後の内膜肥厚と密接に関連する線維芽細胞の遊走、形質転換と増

殖などに寄与することが示唆された。 

 

４、ePTFE人工血管と中層無孔体からなるグラシル人工血管との比較検討 [16] 

上述したように、ePTFE人工血管移植後、外膜側から遊走する線維芽細胞が人工血管管腔

内の内膜肥厚形成に関与する可能性を示唆してきた。考え方が非常にシンプルではあるが、

このような細胞遊走を物理的に遮断すれば、その内膜肥厚が大きく抑制されるのではないか

と考え、次の検討を行ってみた。麻酔下に、イヌの頚動脈と頚静脈を剥離し、右側にはePTFE

人工血管（長さ：7cm、直径：6 mm）を、そして、左側にはグラシル（Grasil, 長さ：7cm、

直径：5.6 mm, Terumo Medical Corporation）をそれぞれ移植した。グラシルは日本で開発され

図９ 細胞マーカーの免疫染色 

45



 
 

た唯一の臨床応用可能な 

人工血管であり[17,18]、 

図１０に示すように、 

中間無孔体からなる三 

層構造をなしている。 

この中間無孔体は伸縮 

性に富んでおり、穿刺 

後の針孔からの出血を 

防ぐ。ePTFEと全く同 

じ素材ではないが、人 

工血管移植後の外膜側 

からの線維芽細胞の内 

腔への遊走がこのバリアによって遮断されるかもしれない。両人工血管移植８週間後と１６

週間後にサインプルを採集し、人工血管の動脈側、中間部、静脈側の３ヵ所における内膜肥

厚形成の特徴について比較検討を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１１のバーグラフに示すように、ePTFEグラフトに比べて、グラシルグラフトの人工血

管内腔内の総内膜肥厚面積は８週後と１６週後のいずれの時点おいても有意に少なかった。

そして、部位別の内膜肥厚を解析した結果、グラシルグラフトの動脈側と静脈側の血管内膜

肥厚面積はePTFEグラフトそのものとはあまり変わらなかったが、グラシルグラフトの中間

部の内膜肥厚だけが有意に少なかった。このようなことより、ePTFE人工血管移植後の中間

部血管内膜肥厚の発生機序において、移植後に見られる外膜側線維芽細胞の管腔内遊走が非

常に重要な役割を果たしていることが示唆された。 

図１０ ePTFE とグラジルの相違 

（グラシル商品パンフレットより引用） 

図１１ ePTFE とグラジルグラフトの内膜肥厚パターンの差異 
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５、終わりに 

 内シャントや外シャントの血管内膜肥厚にはキマーゼによるアンジオテンシンＩＩ産生過

剰やTGF-β1の活性化が非常に重要な役割を果たしていることが示された。また、ePTFE人工

血管移植後の血管内膜肥厚には外膜から遊走してくる線維芽細胞が密接関与する可能性も高

く、血管アクセス不全に対する改善策として、薬物療法に加え、人工血管素材の改良なども

不可欠ではないかと考えられた。 
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慢性⾻髄性⽩⾎病の病態形成における⾻髄微⼩環境誘導性分⼦制御の解明と治療応⽤ 

 

京都府⽴医科⼤学⼤学院医学研究科 ⾎液・腫瘍内科学 

⿊⽥純也 

 

はじめに 〜研究の背景とねらい〜 

近年、分⼦標的治療薬の開発と臨床導⼊により、多くの造⾎器悪性腫瘍の治療予後は劇的に改善した。な

かでも、分⼦標的治療戦略におけるパラダイムシフトの先駆けとなったのは慢性⾻髄性⽩⾎病(chronic 

myelogenous leukemia, CML)に対するチロシンキナーゼ阻害剤(Tyrosine kinase inhibitors, TKIs)

である。CML は、相互染⾊体転座 t(9;22)(q34;q22)、すなわちフィラデルフィア染⾊体異常により⽣じる

BCR-ABL 融合タンパクの恒常的なチロシンキナーゼ(TK)活性化により、細胞増殖やアポトーシス抵抗性を促

進する下流細胞内シグナルが活性化することが病態形成の主因である。CML の通常化学療法剤による制御

は困難であり、TKI 導⼊以前は同種造⾎幹細胞移植が完治、ならびに⻑期⽣存をもたらしうる唯⼀の治療戦

略であったが、BCR-ABL TK に対する分⼦標的薬である imatinib や、より強⼒な nilotinib や dasatinib

などの第２世代 TKI (second generation TKIs, SGIs)は効率的に CML 細胞の増殖を阻害、アポトーシ

スによる細胞死を誘導することで体内のCML細胞を⼤幅に低減しうることから、TKIs治療継続により⾼率に⻑

期安定的状態をもたらし、近年では慢性期 CML の５年⽣存率は 90%以上に改善した。しかしながら、これら

の TKIs によっても CML 細胞の根絶は困難で、⼀⾒、極めて有効な症例でもしばしば微⼩残存病変が存在し、
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多くの症例は半永久的なTKI治療を必要とする 1)。CML細胞の根絶による疾患克服を⽬指した新規分⼦標

的治療戦略開発を推進するうえで、CML細胞の細胞死抵抗性獲得、TKIを含む薬剤抵抗性の分⼦メカニズ

ムの解明は必須の研究課題である。 

積年の研究により、CML細胞ではTKI結合部位であるABLキナーゼドメイン(KD)の点突然変異に

による BCR-ABL 依存的 TKI 抵抗性獲得メカニズムと、BCR-ABL に依存しない細胞死抵抗性獲得メカニズ

ムが存在し、これらが重複することで治療抵抗性を獲得し、疾患維持をもたらすことが明らかになってきた 2)。多く

の ABL KD 変異が SGIs、あるいは第３世代 TKI である ponatinib などによって克服された今、克服すべきは

BCR-ABL ⾮依存的 TKI 抵抗性獲得メカニズムである。あらゆる細胞は組織内環境因⼦による⽀持のもとホ

メオスターシスが保たれているが、CML 細胞も病変の主座である⾻髄において⾻髄間質細胞(Bone marrow 

stromal cell, BMSC)や細胞外マトリクス(Extracellular matrix, ECM)、造⾎成⻑因⼦などの各種の⾻

髄環境構成因⼦により庇護されることで⽣存、増殖しており、TKI による細胞死刺激からも回避している可能

性が推測される。本研究では腫瘍環境構成因⼦である BMSC、ECM との相互作⽤によって造⾎器腫瘍の治

療抵抗性を特異的に促進する分⼦メカニズムを同定することで標的分⼦を同定し、その制御法開発による新

規分⼦標的治療法を探索することとした。 

 

CML 細胞における⾻髄環境特異的 Gelectin-3 (Gal-3)発現誘導 
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まず初めに、in vitro ⾻髄微⼩環境

擬似モデルとして培養プレート底⾯を

擬似 ECM であるフィブロネクチンでコー

ティング、擬似 BMSC として不死化ヒト

BMSC由来細胞株HS-5でシートし、

これらの条件での培養によって CML 由

来細胞株(K562、MYL)に⽣じる分⼦制御の変化を遺伝⼦発現マイクロアレイにより網羅的に検討した。前者

では接着因⼦介在性の分⼦制御効果を、後者ではそれにくわえて HS-5 と CML 細胞間のクロストーク、HS-5

由来の液性因⼦の CML 細胞へのパラクライン効果の総和を観察できると期待されるが、両条件に共通の変化

として 284 遺伝⼦における２倍以上の発現上昇、215 遺伝⼦における 0.5 倍以下への発現低下が誘導さ

れた。さらにシグナルパスウェイ解析によってこれらの分⼦間の連関について検討したところ、RAS/MAPK 経路や

AKT 経路の活性化を導く Gal-3 が、擬似⾻髄微⼩環境モデルにおいて特異的に CML 細胞に発現誘導され

ることが判明した（図 1）3)。Gal-3 は-ガ

ラクトシド結合性レクチンであるガレクチンファ

ミリー分⼦の⼀つであり、細胞増殖、細胞

遊⾛、細胞浸潤の促進、細胞死抵抗性の

亢進、mRNA スプライシング制御など多彩

な細胞機能に関与するほか、固形ガンや悪
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性リンパ腫では遠隔転移の促進に関与することが報告されている４）。重要なことに患者⾻髄由来CML細胞を

検討したところ、いずれの CML 細胞も⾻髄内において実際に Gal-3 を発現していることも明らかになった。興味

深いことに患者 CML 細胞においては、より病初期の慢性期 CML 細胞においては Gal-3 発現が普遍的である

のに対し、病状進⾏期、すわなち、フィラデルフィア染⾊体異常にくわえ、種々の付加的遺伝⼦異常が加わりク

ローン性進展をおこし、分⼦病態・臨床病態ともにより激烈化した後の移⾏期、急性転化期においては、CML

細胞における Gal-3 発現は減弱している（図 2）３）。⾻髄微⼩環境特異的 Gal-3 発現による BCR-ABL

⾮依存的な細胞増殖・細胞死抵抗性獲得シグナルの CML における初期病態形成、治療抵抗性への寄与が

⽰唆される。 

 

Gal-3 ⾼発現による CML 細胞の形質変化、薬剤抵抗性獲得と分⼦効果 

CML 細胞における Gal-3 の機能を明らかに

すべく、CML 細胞株への遺伝⼦導⼊による

Gal-3 強制発現を⾏い、その効果を検討す

ることとした。In vitro において、Gal-3 を安

定的に過剰発現した CML 細胞株亜株は

親株に⽐して細胞増殖能やコロニー形成能

が亢進し、TKIs や doxorubicin、etoposide、cytarabine、vincristine など各種の抗がん剤によるアポト

ーシス誘導に対して部分的ながら抵抗性を⽰した（図 3）。また、HS-5 の培養上清には G-CSF、GM-CSF、
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M-CSF、Kit ligand、MIP-1、IL-6、IL-8、

IL-11 など各種の造⾎サイトカインが含まれるが、

Gal-3 過剰発現 CML 細胞株は親株に⽐して、

HS-5 培養上清に対する⾛化性が亢進しているこ

とが明らかになった。同時に Gal-3 過剰発現によっ

て CML 細胞における AKT、ERK のより⾼度の活性化が認められ、細胞増殖能亢進の原因と考えられたほか、

ALDH1 の発現誘導は薬剤抵抗性のほか、幹細胞性獲得を促進するものと考えられ 5、６)、これによりコロニー

形成能、すなわちクローン性増殖能亢進が獲得されたものと考えられる。また、アポトーシス抵抗性 BCL-2 ファミ

リー分⼦である MCL-1 の発現誘導が認められ、アポトーシス抵抗性亢進の⼀因と考えられた（図 4）。⼀⽅、

CML細胞をTKIに暴露してもGal-3の発現に変化はなく、Gal-3とBCR-ABLは独⽴、かつ、補完的にAKT、

ERK など共通の下流シグナルを活性化し、CML 細胞の⽣存、増殖を促進することが⽰された 3)。 

 

CML 細胞の Gal-3 ⾼発現によるオートクライン、パラクライン細胞増殖促進効果とメカニズム 

⽩⾎病細胞は細胞間クロストークや⾃⾝の

分泌する液性因⼦によって、⾃⾝のみならず

隣接する⽩⾎病細胞、BMSC の増殖を刺

激・亢進し、⾻髄微⼩環境内にいわゆる

malignant niche を形成し、⽣存・増殖に
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より有利な環境形成を促進していると考えられている 7)。Gal-3 誘導が⾻髄環境特異的な現象であることから、

我々は Gal-3 が⾻髄環境におけるオートクライン、パラクライン細胞増殖促進に関与する可能性を検討した。そ

の結果、Gal-3 過剰発現 CML 細胞の培養上清は親株の培養上清に⽐べ、CML 細胞、ならびに BMSC の

増殖を促進した。この現象のメカニズムを明らかにするため、Gal-3 過剰発現 CML細胞由来培養上清、ならび

に親株由来培養上清をそれぞれ液体クロマトグラフィーによって分離し、上清成分の相違を検討したところ、

Gal-3 過剰発現 CML 細胞由来培養上清では親株由来培養上清に存在する 110KDa 分⼦が減少・消失

しており、これを含む画分において細胞増殖能が有意に低減していることが明らかになった（図 5）。さらにアミノ

酸配列解析によって、同分⼦は元来、培養液中に含まれる SERPINA1（アンチトリプシン A）とアルブミンの

複合体であることが判明した８）。SERPINA1 は炎症性蛋⽩のひとつであり、各種のがん細胞の増殖を抑制す

ること、また、Gal-3 は SERPINA1 との結合能を有することが知られている９）。⼀⽅、サイトカインアレイを⽤い

た検討により、Gal-3 過剰発現 CML 細胞由来培養上清では親株由来培養上清に⽐し細胞増殖を促進す

る TGF-が 2 倍以上に増加し、細胞増殖を抑制する CXCL-10 や IL-10 が半分以下に減少していることも

明らかになった８）。これらの協調的効果により、Gal-3 は CML 細胞、ならびに周辺 BMSC の増殖をオートクラ

イン、パラクラインに促進しているものと想定される。 

 

Gal-3 過剰発現による CML 細胞の⾻髄棲息の促進 

In vivo ⾻髄環境における Gal-3 の機能を検討するため、Gal-3 過剰発現 CML 細胞、親株 CML 細胞をそ

れぞれ免疫不全(NOD/SCID)マウスに移植し、⽣着、ならびに⽣体内の進展様式について検討した。いずれ
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の細胞を移植したマウスにおいても、移植後

数⽇より末梢⾎中に CML 細胞の出現を認

めたが、移植後 20 ⽇前後を境に親株細胞

移植マウスでは末梢⾎より⽩⾎病細胞が消

失し、30 ⽇後ごろより腹腔内など⾻髄外臓

器における CML 細胞の多発腫瘤形成を認

め、50 ⽇⽬までに多臓器浸潤により移植マ

ウスは全て死亡した。この際、親株移植マウ

スでは CML 細胞を⾻髄に認めなかった。⼀

⽅、Gal-3 過剰発現 CML 細胞移植マウス

では、移植後 20 ⽇後も末梢⾎に CML 細胞は出現を続け、殆どのマウスが観察期間(80 ⽇)を通じて⽣存し

続けた。これらのマウスでは Gal-3 過剰発現 CML 細胞は⾻髄内、ならびに⾻髄から連続性に周辺臓器に直

接浸潤してはいるものの、⾻髄外臓器への遠隔転移を認めなかった 3)。CML 細胞における Gal-3 の発現は

CML 細胞の⾻髄⽣着のみならず、⾻髄での棲息維持を促進すると考えられる（図６）。 

 

CML 細胞の Gal-3 ⾼発現による TKI 抵抗性の克服戦略 

これらの結果から、⾻髄微⼩環境内では BCR-ABL ⾮依存性に CML 細胞の⽣存、増殖、アポトーシス抵抗

性を促進する Gal-3 による代替的な多彩な分⼦効果、ならびに細胞⽣物学的効果が機能しているため、
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CML 細胞に対して TKI によって BCR-ABL シグナルを阻害しても、CML 細胞を完全に駆逐することは困難と

なるストーリーが成⽴する。そこで、Gal-3 誘導性 TKI 抵抗性を克服しうる戦略を探索することとした。まずは

Gal-3 の直接阻害による効果を検討すべくフランクション化シトラスペクチン (Fractionated citrus pectin 

(FCP))の効果を検討した。FCPはシトラスペクチンの構造変化体であり、Gal-3と結合し、その作⽤を阻害する

作⽤を有することが知られている。実際、TKI と FCP の併⽤は期待通り Gal-3 導性 TKI 抵抗性を克服した

3)。しかしながら、FCP を in vivo で⽤いることは困難であるうえ、現有の薬剤には Gal-3 阻害効果を有するも

のは存在しない。そこで、次にGal-3誘導性TKI抵抗性を克服しうる現有の薬剤を探索することとした。従前、

われわれは TKI の BCR-ABL 阻害による CML 細胞のアポトーシス誘導においては、8 種存在するアポトーシス

誘導性 BH3-only protein (BIM、BAD、BID、PUMA、BIK、HRK、NOXA、BMF)のうち 10)、BIM の誘

導が必須であり、くわえて BAD、BMF の補助的・協調的効果が必要であることを明らかにしてきた 11, 12)。

Gal-3 により発現亢進する MCL-1 は、TKI により発現誘導された BIM や BMF に結合し、これらによるアポト

ーシス誘導作⽤を中和、相殺してしまうため、細

胞死誘導効果が減弱すると想定される。そこで、

BCR-ABL阻害によるCML細胞の細胞死誘導

に必須の BIM を BCR-ABL ⾮依存的に誘導し

つつ、くわえて BIM 以外の BH-3 only protein

を誘導・活性化しうる薬剤を探索することとした。

多種の薬剤のスクリーニングを⾏うなか、protein 
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phosphatase 2A (PP2A)活性化剤である FTY720 が BCR-ABL ⾮依存的に BIM ならびに BID を誘導・

活性化することでCML細胞にアポトーシスを誘導しうること、ABL KD変異によるTKI抵抗性を克服しうること、

ならびに TKI との併⽤により Gal-3 による TKI 感受性低下を克服しうることを⾒出した（図 7）13)。FTY720

は多発性硬化症に対する免疫抑制剤として、現在、すでに⽇常診療に活⽤されている薬剤である 14)。既存

薬の新たな活⽤法が⾒出されたものと期待できる。 

 

まとめ 

CML における⾻髄微⼩環境誘導性分⼦とし

てのGal-3の病態形成における意義、エフェク

ター分⼦と細胞⽣物学的効果、その克服によ

る治療開発の可能性について、現時点までの

研究結果を記した（図 8）。いまだ未知の分

⼦メカニズムの関与の存在も推測され、現在

も研究を継続中である。 
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