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高歪み多環芳香族炭化水素の革新的合成 

岐阜薬科大学 薬品化学研究室 

井川貴詞 

１．はじめに 

複数のベンゼン環が縮環したアセン類及びグラフェン類に代表される多環芳香族炭化

水素（PAH）は、大きく広がった π電子平面を有しており、機能性分子としての応用性が

注目されている。しかし、平面的で構造上の多様性に限界があること、π電子系を拡張す

ると溶解性や安定性が大きく低下するため高純度な化合物の合成が困難になることなど

多くの課題が残されている。ベンゼン環がそれぞれオルト位で縮環したヘリセンは、両末

端の芳香環同士の立体反発のため通常安定な芳香環の平面構造が不安定となり、らせん

構造となる (Figure 1)。ヘリセンはひずみの大きな非平面 π電子構造を有するにも関わら

ず、熱や光に対して比較的安定な分子であり、特に官能基を有する光学活性ヘリセンは不

斉有機触媒、不斉配位子など幅広い応用が期待される。 

Figure 1. [6]ヘリセンの構造と立体化学 

らせん分子は、DANの二重らせんやタンパク質の α-ヘリックス、多糖のアミロースな

ど自然界にも多数存在しており、その機能と構造の関係は研究者の興味を掻き立ててき

た。ヘリセンに代表されるらせん分子の右巻きと左巻きの構造は、互いに重ね合わせるこ

とができない鏡像関係にある。分子の立体化学は、その生物活性に大きな影響を与えるた

め、らせん分子は医薬品開発の観点からも大変重要である。しかし、歪の大きならせん状

の PAHは通常合成が困難であり、特に官能基化されたらせん状 PAHの立体選択的合成法

は殆ど知られていない。 

本研究では、歪みの大きな高反応性中間体ベンザインの選択的付加環化反応を基盤と

して、従来法では合成困難ならせん型高歪 PAHの合成法の開発を目指し研究に着手した。

著者は、１）ベンザインの[4+2]付加環化による PAH構築反応、２）(2+2)付加環化による

歪んだビフェニレン骨格の構築、３）多環式ベンザインの(2+2)付加環化によるらせん型

PAHの合成の順に研究を推進した。以下に本研究の詳細を論述する[1]。 
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２．ベンザインの位置選択的[4+2]付加環化反応～発見の端緒～ 

ベンザインの付加環化反応は、多環式芳香族化合物を合成する手法として、注目を集め

てきた。しかし、非対称ベンザインの付加環化反応の多くは、２種類の位置異性体がほぼ

１：１の比で生成することが問題である。著者は、変換可能なシリル基やボリル基を配向

基（M）として利用することでフラン 2 との [4+2] 付加環化反応の位置選択性の問題解

決に成功し、その後のカップリング反応と組み合わせて多環芳香族化合物 5 の位置選択

的合成法を確立している（式１）[2]。本反応は、ベンザイン３位に電気陰性度の小さな元

素を配置することで反応位置が制御される。 

 

一方、式２や式３に示すように、炭素置換基（t-Bu 基、Ad基）がベンザインの３位に置換した

ベンザイン 1aや 1b を２位置換フラン 2aや 2b と反応させた場合、その位置選択性は低く、得ら

れる付加環化生成物 proximal-3 と distal-3 の比はそれぞれ 37:63 と 50:50 となった。この結果は、

炭素置換基が置換した場合に選択性が低くなることを実証したものであるが、著者はこの結果に

少なからず違和感を覚えた。すなわち、極めて嵩高い置換基同士がぶつかるように反応剤が接近

するにもかかわらず低い選択性で、かつ、式３で用いた Ad 基の方が t-Bu 基より嵩高いのにもか

かわらず、式３の選択性（50:50）は式２の選択性（37:63）より低い。その原因として、嵩高い置 
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換基の間で引力相互作用が働いているのではないかと考えた。すなわち、ベンザイン付加環化反

応の遷移状態では、ベンザインの Ad基とフランの Ad 基が接近し、置換基の間で引力が働くため

distal選択性が低くなったと考察した。著者は、この嵩高いアルキル基の間に生じるロンドン分散

力[3]を利用すれば、新しい反応制御が可能となると予想した。 

 

３．ベンザインの位置選択的(2+2)付加環化二量化反応 

ロンドン分散力は、ヤモリが壁や天井を這う際に利用する引力相互作用として知られ

ており、有機化学の教科書ではアルカン分子間に働く弱い分子間力として取り上げられ

る[4]。ロンドン分散力は、静電力などと同様、比較的長距離の分子間で作用する相互作用

に分類され、立体反発よりも遠隔位からその効果が表れる。近年、この相互作用は、触媒

反応における選択性発現を議論するために利用されることが多くなってきたが、積極的

に化学反応の駆動力として利用した反応は、ほとんど知られていない[5]。 

一方、ベンザインの (2+2) 付加環化二量化反応は、ビフェニレンを与える反応として

古くから認識されているが、不安定なベンザインは反応系中で速やかに分解し、得られる

ビフェニレンの収率が非常に低いことがほとんどであり、積極的にこの反応を利用する

ことは困難であった。著者は前項の研究中にベンザインの付加環化反応において分散力

が比較的大きく作用することを見いだした。そこで、ベンザインの (2+2) 付加環化二量

化反応において分散力による反応制御が可能と考えた（式４）。すなわち、前駆体 6から

発生させた３位置換ベンザイン 1 の (2+2) 付加環化二量化反応を行うことで、置換基 R

の分散力によって基質を効率よく接近させ、更に反応位置を制御することでビフェニレ

ン proximal-7が優先的に生成すると予想した。 

 

種々の前駆体 6の THF溶液中に–78 °Cでメチルリチウムを滴下することで、３位に置

換基を有するベンザイン 1を発生させた（Table 1）。その結果、メトキシ基を配向基とし

た場合（R1 = OMe, entry 1）を除き、すべての反応においてビフェニレン誘導体 2を与え

た。配向基 R1 がメチル基やトリメチルシリル基では、proximal 体と distal 体の比はほぼ

1:1 となるものの（R1 = OMe and SiMe3, entries 2 and 3）、シリル基やアルキル基を嵩高くす

ると予想通り proximal 選択的に反応が進行することがわかった（R1 = Si(t-Bu)Me2, t-Bu, 

Ad, entries 4–7）。特に、アルキル基を嵩高くすればするほど選択性が高くなり、Ad 基を

配向基とすると proximal-2のみを選択的に与えた（R1 = Ad, entry 7）。また選択性が向上す

るとともに収率が改善されており、特に Si(t-Bu)Me2基を配向機とした時に両位置異性体
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を合わせた総収率 80%と一般的なベンザインの (2+2) 付加環化二量化反応と比較して信

じられないほど高収率であった（R1 = Si(t-Bu)Me2, entry４）。完全な選択性にて反応が進

行した Ad基を有するベンザインの場合、収率は 54%であった（R1 = Ad, entry 7）。 

Table 1. ベンザインの(2+2)付加環化二量化反応の位置選択性 

 

そこで、Table 1, entry 7 の反応を再度詳細に解析したところ、重大な副生成物の生成が

観測された（Scheme 1）。すなわち、脱離基としてトリフリルオキシ基（TfO基）を有す

るアダマンチルベンザイン前駆体 6c を原料としたとき、スルホニル基が転位したチアフ

リース転位体 8aが 29%収率で単離された。この副生成物は、6c からベンザイン 1c が発 

 

 

Scheme 1. 前駆体の選択による副生成物の抑制 
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生する前に生じており、この転位反応を抑制することで proximal-7aの収率は改善可能と

考えた。そこで、O-S結合がより強固な p-トルエンスルホニルオキシ基（TsO基）へと変

更したところ、distal-7a はもちろん対応するチアフリース転位生物 8b は全く生じること

なく、目的とする proximal-7aの収率を 74%まで改善することができた。 

Figure 2 に proximal-7aの X 線結晶構造解析結果を示す。２つのアダマンチル基はビフェニレン

環の平面上にはなく、それぞれ立体的に反発して歪んだ構造をしていた（右図）。ラセミ

化障壁はおそらく小さいものと予想されるが、この分子もらせん分子といえる。 

 

Figure 2. proximal-7aの X線結晶構造解析 

 

４．計算科学によるらせん分子の安定性比較と反応予測 

単環ベンザイン 1 の (2+2) 付加環化二量化反応は、ベンザイン３位置換基の分散力に

よって proximal 選択的に進行した。著者はよりラセミ化障壁が大きく魅力的ならせん分

子の合成を目指して、多環式ベンザイン 9 の (2+2) 付加環化二量化反応を設計した（式

５）。４環性ベンザイン 9はその縮環構造が嵩高い置換基の代用として働き、そのπ平面

の分散力は更に大きくなることが期待され、(2+2) 付加環化二量化反応によりらせん分子

proximal-10が選択的に生成すると考えた。 

 

実際の実験を始める前に、得られる生成物 proximal-10a (R1, R2, R3 = H)と位置異性体

distal-syn-10a（とその配座異性体 distal-anti-10a）について DFT 計算を行いエネルギを比

較した（Figure 3a）。その結果、興味深いことに目的のらせん分子 proximal-10a が最もエ

ネルギー的に安定であった。次に、それぞれの化合物についてエネルギー分割[6]を行った

（Figure 3b）。最もエネルギー的に不利な distal-anti-10a を基準として解析したところ

proximal-10aの安定性の寄与は、分散力が最も大きいことがわかった。すなわち、proximal-

10aはπ平面の重なりによる分散相互作用によって安定化していた。 
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Figure 3. (a) 予想される生成物のエネルギー計算 

(b) エネルギー分割による安定化の要因特定（Ees: 静電エネルギー、 

Eex+rep: 交換反発エネルギー、Epol:分極エネルギー、 Edisp: 分散エネルギー） 

 

各種ビフェニレン誘導体について NCI（noncovalent interaction）プロット[7]を行った

（Figure 4）。その結果、４環性ベンザイン 9 の (2+2) 付加環化二量化反応によって得ら

れるビフェニレン誘導体 proximal-10a の場合、弱い引力相互作用が上下の縮合芳香環の

広い範囲で働いていることがわかった（右下図）。 

 

Figure 4. NCIプロットによる生成物の非共有結合性相互作用の可視化 

（赤色：反発相互作用、緑色：弱い引力相互作用、青色：強い引力相互作用） 

以上の計算結果より、４環性ベンザイン 9 を発生させることができれば、その (2+2) 

付加環化反応により安定ならせん分子 proximal-10aが選択的に得られると予想された。 
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５．ベンザインの位置選択的(2+2)付加環化二量化反応によるらせん分子合成 

４環性ベンザイン 9 を発生させるための前駆体 11 を合成し、THF 溶液としてそこに

MeLi をゆっくり加えたところ、完全な位置選択性にて proximal-10が得られた（Table 2）。

前項の計算に用いた無置換の生成物を与える反応の場合、NMR 収率 87%にて proximal-

10a を与えた（entry 1）。なお、その単離には再結晶が必要だったため単離収率は 70%と

若干低下するものの依然として高収率で付加環化体 proximal-10aが得られた。また、芳香

環上のメチル基の置換位置によって選択性、収率共に大きな変化はなく、高収率かつ高選

択的に proximal-10b–10dを与えた（entries 2–4）。置換基としてアリル基を有する場合も同

様に反応が進行した（entries 5 and 6）。なお、本反応に使用する脱離基は TfO基が最も良

く、ハロゲンとしてはヨウ素を用いた場合に最も高収率となった。 

Table 2. 多環式ベンザインの (2+2) 付加環化二量化反応によるらせん分子合成 

 
aConditions: 1.0 equiv of 11, 1.5 equiv of MeLi in THF (0.10 M) at –78 °C for 30 min.  
bDetermined by 1H NMR. c2.8 equiv of MeLi was used. 
 

得られた付加環化体 proximal-10aの X線結晶構

造を Figure 5に示す。最も接近した炭素–炭素原子

間の距離は 3.24 Åであり、この値は炭素のファン

デルワールス半径の２倍よりも小さいことから、

上下の芳香環の間には引力相互作用が働いている

ことが示唆された。 

 

 

 

Figure 5. らせん分子の X線結晶構造 
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６．計算科学による反応機構解析 

最後に、４環性ベンザイン 9 の (2+2) 付加環化二量化反応の反応機構に関する情報を

得るべく計算科学による詳細な解析を実施した（Figure 6–10）。まず最初に、反応の第一

段階における軌道の重なりは１：１の相互作用か、１：２の相互作用かを調べた（Figure 

6）。なお、(2+2) 付加環化反応において２：２の軌道相互作用となる協奏的反応機構は

Woodward-Hoffmann 則から除外できる。それぞれの中間体のエネルギーを比較したとこ

ろ、１：２の軌道相互作用（Type 2）の場合、52.6 kcal/mol より高エネルギーとなるため、

１：１の軌道相互作用（Type 1）で開始するものと考察した。 

 

 
Figure 6. 多環式ベンザイン (2+2) 付加環化反応における二種類の軌道相互作用 

 

次に、２分子の 9aを１：１の軌道相互作用となるように接近させていったところ、一

段回目の結合形成反応のエネルギー曲線に極大値が存在せず、明確なエネルギー障壁な

し（バリアレス）でスムーズに進行し、中間体 INT-p(1s+1s)が生じることがわかった（Figure 

7）。逆にエネルギー障壁がないということは INT-p(1s+1s)から 9a に戻る逆反応も容易に進

行することを意味する。２つの分子を更に接近させるとエネルギーは急激に上昇する。 

 

 

Figure 7. 多環式ベンザイン (2+2) 付加環化反応の第一段階におけるエネルギー変化 
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次に、INT-p(1s+1s)に新たに生じたσ結合を軸に回転させた結果を Figure 8に示す。その

結果、徐々にエネルギーが上昇し、最もエネルギーの高い極大値（遷移状態周辺）を過ぎ

るとエネルギーは急激に低下した。このとき、同じ反応について２環性ベンザイン S1、

３環性ベンザイン S2、４環性ベンザイン 9a の比較を行ったところ、9a 場合に最もエネ

ルギー的に低いルートを通った。 

 

 

Figure 8. 多環式ベンザイン (2+2) 付加環化反応の第二段階におけるエネルギー変化 

 

２環性ベンザイン S1、３環性ベンザイン S2、４環性ベンザイン 9a を原料とした場合

の Figure 8 と同様の反応の遷移状態を算出したところ、9a を原料とした場合に最もエネ

ルギーが低くなることがわかった（Figure 9）。この結果は、本反応が４環性ベンザインの

ときに効率よく進行したことを裏付ける結果である。なお、その他の多環式ベンザインで

は極めて収率が低くなることが実験的にも証明されている。 

 

 

Figure 9. 多環式ベンザインの縮環数による (2+2) 付加環化反応における 

第二段階の遷移状態エネルギー差 

 

Figure 8 で実施した 9a、S1、S2 の σ 結合周りで回転させながらエネルギー分割し、分

散力に起因するエネルギーをプロットしたところ、Figure 10 に示すように回転のいずれ

の段階でも 9a を原料とする反応の中間体エネルギーが最も低くなった。この結果は、分
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散力が 9aの回転運動の駆動力となり、効率的に反応が進行することがわかる。 

 

 

Figure 10. 多環式ベンザインの縮環数による (2+2) 付加環化反応の第二段階における 

分散力エネルギー変化 

 

ここまでの計算結果から予想される反応機構の全体像を Figure 11に示した。前駆体 11

から発生したシングレットジラジカル 9Aはもう一分子の 9Aと１：１の軌道相互作用に

よって接近し、σ結合を形成することで INT-p(1s+1s)が生じる。生じたσ結合を軸に分子内

で回転させると遷移状態 TS-p(1s+1s)を通って更に回転してもう一つのσ結合を生じ、

proximal-10となる。INT-p(1s+1s)を生じる反応は障壁がなく、逆反応が容易に進行するため、

次の回転の段階が律速段階となる。回転反応の遷移状態は、分散力によって安定化される

ため本反応は proximal選択的に進行していることが示された。 

 

 

Figure 11. 多環式ベンザインの構造による(2+2)付加環化反応の反応機構 
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医薬資源の自動合成を志向したデータ駆動型精密有機合成反応開発 

 

大阪大学産業科学研究所 滝澤 忍 

 

はじめに 

精密有機合成は、医薬品、農薬、香料、液晶、及び有機 ELなどのファインケミカルズの開発や、その大

量安定供給には欠かせない技術の一つである。しかしながら、効率的かつ高収率にて目的化合物を合成す

るためには反応条件を網羅的に探索し、最適条件を予測・決定する必要がある。しかしながら、探索パラ

メータ数が多くなると実験試行数は指数関数的に増加し、熟練研究者の経験に基づく逐次網羅的スクリー

ニングでも多大な時間・労力・資源・エネルギー・経済的コストを要する。持続可能な開発（SDGs: 

Sustainable Development Goals）が新たなグローバルスタンダードとなる中、従来のようなエネルギー・資源

の大量消費や化学廃棄物の大量排出を伴う多段階合成手法とは異なる、真のSDGs志向型合成反応プロセス

の開拓が求められている。 

様々な次世代型合成反応プロセスが提案される中で、近年、フロー合成・フロー電解合成が注目されて

いる。フロー合成は、微細な流路に原料を流し込み、マイクロミキサーを用いて高効率で混合し、化学反

応を流路内にて行う連続合成手法である。フロー反応の特徴は、フラスコ容器等にて反応物を攪拌するバ

ッチ反応と比べ、熱効率・攪拌効率・安全性が高い。複数のフロー反応を集積化することで、入手容易な

原料からファインケミカルズを効率的にスケールアップ合成することも可能である。しかしながら、ファ

インケミカルズ合成に適用する際には、従来の有機化学的パラメータ（試薬の量、反応温度等）に加え、

フロー反応装置由来のパラメータ（流速やミキサーの種類等）の条件検討が必要となる。化学酸化剤・還

元剤を必要としない電解反応は、電気エネルギーを直接利用して、温和な反応条件下、化学反応を促進す

る。従来法では困難な反応でも、電解条件を適切に設定することで選択的な酸化・還元反応プロセスを実

現できる。フロー反応と電解反応を組み合わせた「フロー電解反応」は、両反応の特徴を利用可能な魅力

的手法である。しかしながら、フロー反応と電気化学的パラメータ（電解質の量や電流値等）をそれぞれ

最適化するためには、多大な労力を要する。 

精密有機合成反応の開発においても迅速なパラメータ最適化が求められ、近年、実験計画法や機械学習

法による自動最適化が報告されるようになってきている[1]。このような背景下、我々は最少限の実験試行

回数から最適条件を高効率的に探索するベイズ最適化に着目し、ベイズ最適化実装によるフロー・電解精

密有機合成反応の開発研究の加速化を試みている。コスト及び法令・規制のため合成法に制約のある化成

品合成プロセスの反応条件探索にもベイズ最適化を用いた社会実装研究を行っている。 

フロー・電解合成法は、「分子拡散や熱移動を精密に制御でき個々の操作が実験者の技術に依存しにくく

データ精度が高い」、「反応温度・基質当量・溶液の混合速度などのパラメータを容易に変更できる」、「コ

ンピュータ制御による自動化が可能であり信頼性の高いデータを集積化できる」といった特徴を有し、機

械学習との親和性が極めて高い。 

ベイズ最適化は、少ない実験データ数で回帰モデル構築が可能であり、多次元の反応パラメータの同時

探索が行えるため、動的実験計画法の１つとして様々な分野で利用されている。ベイズ最適化の精密有機

合成への初めての実装研究は、我々の電解反応の条件探索に関する報告とほぼ同時期にDoyleらがバッチ反

応の条件探索[2]に、布施らがフロー反応の条件探索[3]にと、それぞれ独立に報告しており、最近では一般

的な最適化ツールになりつつある。ベイズ最適化法を利用する条件探索では、次に示す①-⑥のプロセスに

よって、最少限の実験試行数にて高収率を与える反応条件を予測する[4]。 

 

①  複数の反応パラメータにおいて探索範囲を無作為に実験し学習データを収集する 

②  ①で収集したデータを用いて、ガウス過程回帰を行い、平均と分散を算出する 

③  平均と分散から算出される獲得関数を最大化する反応パラメータを予測する 
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④  ③で得られた反応パラメータを、化学反応実験によって評価する 

⑤  ④で得られた実験結果を学習データに追加してガウス過程回帰を行い、平均と分散を算出する 

⑥  収率が最大化するまで③-⑤を繰り返す 

 

ベイズ最適化は、期待値の最大値を与えるパラメータ付近を注目する「活用」と、データ数の少ないパ

ラメータエリアに注目する「探索」を基本戦略とするため、局所解に陥りにくい。獲得関数には、EI

（Expected Improvement）、PI（Probability of Improvement）、LCB（Lower Confidence Bound）等があり、これらを

任意に使い分けることで、様々な最適化問題に対応できる。 

 

1. ガウス過程回帰を用いる精密フロー連続反応の収率予測とその可視化 

一つの素反応が別の部分に活性基を生成し、それが「ドミノ倒し」のように連鎖的に反応が進行す

るドミノ反応は、生じた中間体が不安定で分解しやすい場合でも直ちに次の反応に供されるため、従

来の多段階合成法では得ることが難しい化合物も合成できる。これまでに我々は、有機分子不斉触媒

によるドミノ反応を医薬資源合成に積極的に取り入れることで、様々なキラル多官能性複素環骨格の

高原子効率構築に成功している（図 1）[5]。 

図 1. 有機分子不斉触媒による高原子効率ドミノ反応の開発 

 

光学活性スピロオキシインドールは、医薬品候補の設計・合成に汎用される含窒素複素環化合物であり、

これまで数多くの不斉合成法が報告されている。しかしながら、既存法は多工程を要し、さらに低原子効

率といった問題があった。そこで今回、アニリン誘導体の酸化によって導かれるジエノン誘導体 1 の分子

内 Rauhut–Currier 反応に続く、アレン酸エステル 2 との分子間[3+2]環化連続反応によるスピロオキシインド

ール類 3 の one-pot 合成について検討を行った[6]。結果、アミノ酸のバリンから誘導される酸塩基型有機分

子不斉触媒 4を用いると高不斉収率（92% ee）にて目的化合物 3が得られることが明らかとなった。しかし

ながら、アレン酸エステル 2 の自己縮合や、系中で発生した活性中間体の重合といった様々な副反応が発

生し、目的のスピロオキシインドール3は低収率（<20%）となった。1,4-ジオキサンの高希釈溶液中にて反

応を行うことで収率の改善は見られたものの、未だ化合物 3 は 44%収率と満足のいく結果は得られなかっ

た。そこで本反応における加熱及び攪拌効率の向上を期待し、バッチからフロー反応プロセスへの転換を

試みた。さらにガウス過程回帰を適用して、様々なフロー反応条件下での収率予測の可視化を試みた。

一般にガウス過程回帰は、以下の特徴を有する回帰手法として知られている。 
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(1) 観測データの内挿ができる 

(2) 予測値だけでなく、その誤差も評価できる 

(3) 適切なカーネルを選択することで様々なデータ構造に対応できる 

 

バッチ反応条件の検討から、本反応では『アレン酸エステル 2 の当量・流速・温度』の三つのパラ

メータが化合物 3 の収率を左右することが明らかとなっていた。そこで、まずはアレン酸エステル 2

を二当量に固定し、流速と温度の二つのパラメータを同時にスクリーニングしたところ、目的化合物

3 が 43-72%の収率で得られた。五つの収集した学習データ（図 2. entries 1-5）に基づいてプログラミン

グ言語 Pythonのライブラリーの１つである GPyを利用してガウス過程回帰を行い、流速と温度との収率

相関を可視化したところ、流速 1.7mL min-1以下、反応温度 77 ℃以上の際、目的化合物 3 の収率が最

高値を示すことが予想された。 

 

 
図 2. 最少実験データとガウス過程回帰によるフロー不斉ドミノ反応条件の迅速最適化 

 

次に流速を 1.7mL min-1 に固定し、アレン酸エステル 2 と温度の二つのパラメータを同時にスクリ

ーニングした。結果、最終的には従来の最適化法に比べ大幅に少ない実験回数（<10）にてフロー反

応条件を最適化（アレン酸エステル 2：二当量・反応温度：80℃・流速：1.7 mL min-1）することに成

功した。ガウス過程回帰から予想された最適反応条件を用いると、これまで検討した中では最高の単

離収率（76%, 94% ee）でスピロオキシインドール 3 が得られた[6]。ガウス過程回帰を利用する反応

条件探索は、アルデヒドのシアノシリル化フロー電解反応[7a]やフェリエ転位フロー電解反応[7b]の

反応条件迅速最適化にも有効であり、最近では高活性な有機分子触媒の構造最適化にも適用可能なこ
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とが明らかとなった[8]。 

 

2. ベイズ最適化を活用する電解合成反応条件のマルチパラメータスクリーニング 

電解反応は、不適切な反応条件下では過剰酸化・過剰還元が起こり、その結果、選択性及び収率の低下

が見られる。さらに、攪拌速度や電極間距離などの物理学的パラメータも反応結果に影響するため、反応

条件探索が複雑化する[9]。近年、電解合成の反応条件探索を効率化するために、実験計画法や機械学習の

活用が盛んに検討されている[10]。 

 

表 1. ベイズ最適化を活用する電解合成条件のマルチパラメータスクリーニング 

 

 
 

我々はベイズ最適化が電解合成の反応条件探索の効率化に有効であると考え、α-ケチミノホスホン酸エ

ステルの電解合成を反応条件探索モデルに、アルゴリズムの開発、及びその実装・評価を行った[11a]。α-

ケチミノホスホン酸エステルは、四置換炭素を有する生物活性化合物 α-アミノリン酸の前駆体として重要

な原料であるものの、従来法では過剰な金属酸化剤や高温加熱条件が必要であり、収率も低-中程度である

[12]。本最適化実験では、まずは表 1Aに示す反応基質アミン 5aの白金電解酸化において、entries 1-5に示す

無作為な反応条件 [電流値（mA）・アミン濃度（mM）・電解質 LiClO4 濃度（M）・反応時間（min）・反応温

度（℃）]と各条件にて得られる α-ケチミノホスホン酸エステル 6a の NMR 収率（8-65%）を学習データと

して収集した。得られた学習データに基づいてプログラミング言語 Python のライブラリーの１つである

GPyOpt を利用してベイズ最適化を行った。表 1A の entries 1-5 を用いてベイズ最適化を行ったところ、entry 

6 の反応条件が予測された。本条件を実験評価したところ、60%収率にて目的生成物 6a が得られた。この

結果を加え、entries 1-6 を学習データに再度ベイズ最適化を行ったところ、entry 7 の条件が提案され、本条

件下において 6aは 66％収率で得られた。ベイズ最適化を繰り返す中で、entry 8に提示された条件では 6aの

収率は3％となった。これはデータ数の少ないパラメータエリアに注目する「探索」を行った結果と考えら

れる。さらにベイズ最適化を繰り返したところ、最終的に entry 12 に示す反応条件において、72％収率
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（71%単離収率）で目的物 6aを得ることができた。一方、本反応条件（表 1A、entry 12）を 5員環の基質 5b

に適用したところ、6b の収率は 58%となり、未反応の 5b も回収された。そこで 5b の電解酸化反応の初期

データを改めて収集し、スクリーニングを行った（表 1B、entries 1-5）。その結果、entry 7に示す反応条件下

では、原料の 5b は完全に消失し、67%NMR 収率（66%単離収率）にて目的生成物 6b を得ることに成功し

た。ベイズ最適化は様々な基質に対して適切な電解酸化反応条件を迅速に見出すことができ、複雑な構造

を有するデヒドロヘリセンの二量体 one-pot合成にも有効であることが明らかとなった（図 3）[11b]。 

 

 
図 3. ベイズ最適化によるヘテロ[7]デヒドロヘリセン二量体の電解 one-pot 合成反応条件の迅速最適化 

 

3. ミキサータイプを含むフロー合成条件のデータ駆動型最適化 

フロー反応にて高収率で目的化合物を得るためには、フロー反応特有のパラメータの最適化が必要とな

る。数値パラメータとして流速や流路長があり、カテゴリカルパラメータにはマイクロミキサー（攪拌方

式）等が挙げられる。特にマイクロミキサーの選択は、反応結果を大きく左右するものの、機械工学的な

カテゴリカルパラメータであるため、その最適化は困難である。数値化しにくいカテゴリカルパラメータ

のベイズ最適化の精密有機合成反応への最初の適用は、Doyle らにより報告され、量子化学計算等の様々な

記述子を用い反応溶媒や金属配位子を化学的カテゴリカルパラメータとして数値化している[13]。我々は、

より簡便にカテゴリカルパラメータを数値化する手法としワンホットエンコーディングに着目した。例え

ば、ミキサーA、ミキサーB、ミキサーC の 3 種類のミキサーを最適化する場合、ワンホットエンコーディ

ングによってそれぞれ[0 0 1], [0 1 0], [1 0 0]と数値化できる。初期設定状態では、これらミキサータイプは数

値化されたに過ぎない。しかしながら、ベイズ最適化は、学習データをアップデートしながら複数の数値

パラメータを最適化するため、適切な獲得関数を用いればカテゴリカルパラメータも数値パラメータと同

時に最適化できると考えた。本手法を適用するモデル反応として、イミノキノンモノアセタール 7a と 2-ナ

フトール (8a)からビアリール化合物 9a を合成する有機触媒フロー合成反応を選択した。本反応はバッチ反

応が既に報告されているものの、高温条件や特殊で高価なフルオラス反応溶媒、さらに多量の触媒を必要

とする等の問題があった[14]。我々は、フロー反応へと展開することで、反応効率が高まる結果、常温、汎

用有機溶媒においても反応が進行すると期待した。まずは、5つの数値パラメータ[8aの基質量（eq.）、酸触

媒量（mol%）、流速（mL min-1）、反応温度（℃）、及び基質 7a の濃度（M）]とカテゴリカルパラメータで

あるミキサーの種類（Comet X, T-shape, β-type）の 6 次元反応パラメータの最適化を行った。表 2A に示す 6

通りの反応条件とその条件で得られる 9a の収率（entries 1-6）を初期データにベイズ最適化を行った。汎用

性のある獲得関数 EI による１つずつ反応条件を提案するシングルベイズ最適化では、カテゴリカルパラメ

ータ探索ができなかったため、探索重視の獲得関数 LCB による 3 通りの反応条件を同時に提案するパラレ

ルベイズ最適化のアルゴリズムを開発したところ、数値パラメータとカテゴリカルパラメータの同時探索

が可能となり、entries 7-9 に示す反応条件が提案された。これらの条件を実際に化学実験により評価したと

16



ころ、9a の収率は 81％に向上した（表 2A、entry 7）。次に entries 1-9を学習データにベイズ最適化を行うと

entries 10-12 の条件が示され β-タイプのマイクロミキサーは本反応には不適合と判断された結果、これ以降

のベイズ最適化では探索対象外となった。さらにentries 1-12の結果を学習データにベイズ最適化を行うと、

最終的には entry 15 の反応条件にて 93％という高い単離収率で目的生成物 9a が得られた。次に本反応条件

（表 2A、entry 15）を異なる反応基質であるキノンモノアセタール 7bと 5-ブロモレソルシノール 8bとのカ

ップリング反応に適用したところ対応するカップリング体 9b は 38％と低収率になった。そこで基質 7b と

8bとのカップリング反応（表 2B）に対して、改めてベイズ最適化によるマルチパラメータスクリーニング

を行うと、66％単離収率で目的生成物9bを与える条件（表2B、entry 15）を迅速に見出すことができた。興

味深いことに7aと8aとのカップリング反応で不適合であったβ-タイプのマイクロミキサーが本反応には最

適なミキサーとなった。本手法がフロー反応のミキサー最適化にも有効であることが明らかとなった[15]。

尚、パラレルベイズ最適化による反応条件探索法は、光駆動型フルオロアルキル化反応の条件最適化

にも有効であることが、最近明らかとなった[16]。 

 

表 2. パラレルベイズ最適化を活用するフロー合成条件のマルチパラメータスクリーニング 

A: イミノキノンモノアセタール7aと2-ナフトール8aのカップリング条件探索 B: キノンモノアセタール7bと3-ブロモレソルシノール8bのカップリング条件探索

Entry
8a

(eq.)
温度
(°C)

7a
(M)

流速
(mL min-1)

9a
NMR %

1

2

ミキサー

3

4

5

6

Comet X

Comet X

ß-type

ß-type

T-shaped

T-shaped

2

3

1

3

1

2

60

40

60

20

40

20

0.05

0.01

0.01

0.1

0.05

0.1

0.05

0.2

0.1

0.1

0.05

0.2

68

73

42

28

55

75

TfOH
(mol %)

1

0.5

2

0.5

2

1

温度, toluene濃度

ミキサー

流速
(mL min-1)

MeO OMe

NTs

8a (eq.)

TfOH (mol %)

7a

流速 (mL min-1)

in toluene

in toluene

input 1

input 2

TsHN

OMe

HO

9a

HO

7

8

9

T-shaped

Comet X

ß-type

2

2.3

1.1

20

55

85

0.1

0.039

0.15

0.15

0.04

0.1

81

77

40

1

1

2.4

10

11

12

T-shaped

T-shaped

Comet X

1.3

2.1

2.8

15

30

50

0.11

0.061

0.014

0.15

0.15

0.11

78

76

79

1.2

1.1

1

13

14

15

Comet X

Comet X

Comet X

3.4

2.2

3.0

55

15

25

0.01

0.1

0.015

0.032

0.014

0.08

88

44

96 (93)

1.3

1.7

1.5

括弧内は単離収率

Entry
8b

(eq.)
温度
(°C)

7b
(M)

流速
(mL min-1)

9b 収率
NMR %

1

2

ミキサー

3

4

5

6

Comet X

Comet X

ß-type

ß-type

T-shaped

T-shaped

2

3

1

3

1

2

60

40

60

20

40

20

0.05

0.01

0.01

0.1

0.05

0.1

0.05

0.2

0.1

0.1

0.05

0.2

14

35

11

52

4

29

TfOH
(mol %)

1

0.5

2

0.5

2

1

温度, toluene濃度

ミキサー

流速
(mL min-1)

MeO OMe

O

8b (eq.)

TfOH (mol %)

7b

流速 (mL min-1)

in toluene

in toluene

input 1

input 2

HO

OMe

HO

9b

HO

7

8

9

Comet X

T-shaped

ß-type

3

3.5

3.5

25

15

30

0.14

0.035

0.15

0.048

0.087

0.022

20

58

19

0.29

0.25

0.98

10

11

12

Comet X

ß-type

T-shaped

3.4

2.4

35

15

15

0.056

0.019

0.011

0.13

0.041

0.06

10

40

19

0.37

0.34

0.73

13

14

15

ß-type

ß-type

ß-type

3.2

3.5

3.2

15

15

30

0.068

0.067

0.044

0.062

0.097

0.068

20

43

69 (66)

0.25

0.53

0.35

括弧内は単離収率

Br

OH

Br

OH

2.4
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4. 制約付きベイズ最適化を活用する電解フロー合成反応の条件探索と省エネルギー化 

フロー反応と電解反応を組み合わせた「フロー電解反応」は両反応の特徴を利用可能な魅力的手法であ

るものの、フロー反応と電解反応のパラメータをそれぞれ最適化するためには、多大な労力を要する。そ

こで、我々はベイズ最適化をフロー電解反応の条件探索へ活用することを計画し、特にエネルギーの効率

利用を中心に検討した。エネルギー効率の指標である通電量は、基質濃度や流速等に支配される数式（表3

右上、点線四角内）で表される。本発展研究では、この通電量制約をベイズ最適化に実装し、化学収率と

電流効率との両方を満足する条件を探索するアルゴリズムを開発した。本手法を適用するモデル反応には、

イミン 10 と二酸化炭素から非天然アミノ酸 11 を合成するフロー電解反応を選択した（表 3）。本反応は、

理論上は通電量 2 F/molで進行する。表 3 の entries 1-5に、反応基質のイミン 10と二酸化炭素のフロー電解

反応の学習データ [イミン濃度（M）・電解質濃度（M）・電流密度（mA cm-2）・流速（mL h-1）・電極間距離

（μm）、及び各条件でのアミノ酸 11 の収率 28-88%（電流効率: 24-63%）]を示す。entries 6A-9A にて通電量

（q）を 2.00-3.00の範囲でベイズ最適化を行った結果、entry 6Aの条件で 90%収率, 52%電流効率で生成物 11

が得られた。通電量（q）を 2.00-2.10（entries 6B-9B）とさらに制限してベイズ最適化を行うと 11 を 88%収

率・87%電流効率（entry 9B）で合成することができた。ベイズ最適化が電解反応やフロー反応だけでなく、

フロー電解反応のマルチパラメータスクリーニングや省エネルギー化にも有効であることが明らかとなっ

た[17]。 

 

表 3. 制約付きベイズ最適化を活用する電解フロー合成の省エネルギー条件の探索 
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5. ベイズ最適化の社会実装研究 ―化成品バッチ合成への応用― 

ラボスケールの反応開発で得たベイズ最適化の知見を活かすべく、我々は実生産スケール（社会実装）

への適用を試みた。生産スケールでの化成品合成ではコストや環境負荷の観点から、使用できる溶媒や試

薬、実験試行回数が限られる場合が多く、試行回数を大幅に削減できるベイズ最適化は極めて有効な反応

条件探索手法と考えられる。そこで我々はエポキシ硬化剤などに用いられる多価メルカプタン化合物の合

成中間体であるスピロジチオラン化合物 12 の商業スケール合成をモデル反応（協力：旭化学工業株式会社）

に検討を行った。本反応は 5 年の歳月をかけて反応条件探索が行われ、68％収率で目的生成物を得る条件

を実機合成に適用している[18]。ベイズ最適化を活用するマルチパラメータスクリーニングによる収率の改

善を図るべく、まずは 2グラムスケールにて水硫化ナトリウムや硫黄の量（eq.）、水硫化ナトリウムや基質

13 の濃度（M）の 4 種類の数値パラメータを検討した。実機合成反応条件（表 4 左下、点線四角内）を参

考にランダムに設定した 6 つの反応条件と、その際に得られる目的化合物の収率 (39-76%)を entries 1-6 に示

す。この結果を学習データに、ベイズ最適化を行ったところ、収率は 78%に到達したものの現行収率 68%

を大幅に超える結果は得られなかった（表 4A, entry 7）。ベイズ最適化によるマルチパラメータスクリーニ

ングの効率は初期データの選択方法に左右されることが既に報告されている[3][13]。そこで次に、ラテン超

方格サンプリングを用いて初期データを設定し収率の向上を検討した。ラテン超方格サンプリングでは、

サンプリング点数で探索空間を分割し、行と列が一致しないように格子を選び、その中でサンプリングを

することで、ランダムかつ均一に初期データを収集できる。ラテン超方格サンプリングによって設定され

た反応条件とその際の収率 (31-68%)を表 4Bに entries 1-5に示す。ベイズ最適化による反応パラメータ予測と

実験による評価を 3 度繰り返した結果、収率が徐々に改善され、最終的には 89％収率で目的生成物が得ら

れた（表 4B, entry 7）。見出した反応条件を基にスケールアップ合成を試みた結果、20 グラムスケールでは

87％収率、商業スケールである 100 グラムの原料を用いた場合には、81％収率で目的生成物が得られた。

2023年度より本研究で見出した反応条件にて実機での合成が始まっている[19]。 

 

表 4. ベイズ最適化を活用するスピロジチオラン化合物 12 の合成条件最適化 
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おわりに 

以上本章では、ガウス過程回帰、及びベイズ最適化を基盤とするフロー・電解精密有機合成反応の迅速

反応条件最適化について我々の最近の研究について紹介した。特にベイズ最適化は初期データの設定が重

要であり、今回の作成した初期データは『研究者の目利きに基づくランダムサンプリング』と『研究者の

目利き＋ラテン超方格サンプリング』によるものである。現在、より効果的な初期データ構築、及びプロ

セスインフォマティクス・マテリアルズインフォマティクスの精密有機合成分野へのさらなる実装研究を

展開している。カーボンニュートラルやSDGsが重要視され、省人化・省エネ化・環境負荷低減を実現する

精密有機合成が推進されていく中で、機械学習の社会実装の重要性は、今後ますます増していく。我々の

基礎研究が社会のニーズに応え、日本のものづくりの発展に貢献できるよう今後も精進していきたい。 
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中枢神経系グルタミン酸トランスポーター新規調節機構の検討 

 
国立医薬品食品衛生研究所薬理部 佐藤 薫 

  
【研究の背景】 

中枢神経機能の基盤となる神経回路活動は、神経細胞を伝導する電気信号と神経伝達物質を
介した神経細胞間のシナプス伝達で成立している。主たる興奮性神経伝達物質としてグルタミ
ン酸（L-glutamate: L-Glu）があげられる。種々のイオンチャネル型グルタミン酸受容体や代謝
型グルタミン酸受容体への結合を介して中枢神経系の生理機能に関与する一方、神経変性疾患、
外傷、虚血といった脳障害においては、細胞外グルタミン酸濃度上昇によって引き起こされる
興奮毒性が病態に寄与している。従って、中枢神経機能の恒常性維持のために細胞外グルタミ
ン酸濃度はシナプス周囲のグルタミン酸トランスポーターによって厳密にコントロールされて
いる。翻ってグルタミン酸トランスポーターの機能調節が病態改善の標的としても期待されて
いる。本報告では、前半で L-Glu トランスポーター機能増強物質として DHA をはじめとした
PUFA が有望であること、後半でヒト多能性幹細胞（human induced pluripotent stem cell: 
hiPSC）由来神経系細胞（hiPSC-neural cell）標本が L-Glu トランスポーター標的化合物のス
クリーニング系として有用であることを報告する。 
【L-Glu トランスポーター機能調節物質の検討】 

L-Glu トランスポーターには 5 つのサブタイプがあり、ヒトでは excitatory amino acid 
transporter subtype 1 [EAAT1]-5 と呼ばれている （1-3）。成人の中枢神経系においては、神経
細胞とアストロサイトに発現している EAAT2 が前脳の 90%以上の L-Glu を取り込んでいる
（4）。さらに、アストロサイトに発現している EAAT1 もシナプス間隙の L-Glu を取り込んで
いる。EAAT2（rodent では GLT-1）はアストロサイト培養系においては培養期間に比例して
発現量が漸減してしまうことから、EAAT2 の機能調節物質やそのメカニズムを詳細に検討す
ることが困難であった。EAAT1, 2 の L-Glu の取り込みは 3Na+、1H+の流入とそれに引き続く
1K+の流出とカップリングしている （Fig. 1A）。すなわち、L-Glu 取り込みと同時に電流が発生
するため、L-Glu トランスポーター取り込み活性を電流の大きさに置き換えて定量化すること
が可能である。そこで、Xenopus oocytes に EAAT2、対照分子として EAAT1 を強制発現させ、
基質である L-Glu によって惹起される電流を定量することにより、EAAT2 機能調節物質を検
討した。我々が最初に注目したのはドコサヘキサエン酸（docosahexaenoic acid: DHA）である。
青魚に多く含まれる不飽和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid: PUFA）として脳機能への効果
をうたった機能性食品が数多く市販されているが、その根拠となるメカニズムを示した論文は
ほとんどない。Fig. 1B-b1 は EAAT2 を強制発現した Xenopus oocyte の L-Glu 誘発電流の典
型的な波形である。L-Glu に DHA 100 µM を共存させると EAAT2 の L-Glu 誘発電流が大き
くなったが、一方、EAAT1 の L-Glu 誘発電流をわずかに減少させた。DHA と coenzyme A の
conjugate （DHA-CoA）が大分子にもかかわらず、DHA と同様の L-Glu 誘発 EAAT2 電流増強
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作用を示したことから、DHA は細胞外から EAAT2 に作用していると考えられた。 
 

 

  
次に、DHA が EAAT1, 2 分子に直接影響を与えている証左を得るため、EAAT1 と EAAT2

Fig. 1 
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への作用の相違に注目した。EAAT1 と EAAT2 ではトランスポートドメインの TM7b-HP2a
配列が異なり、EC50 の相違をもたらすと報告されている（5）。そこで EAAT2 の TM7b-HP2a
を EAAT1 タイプに置換したキメラ分子を作成したが電流が記録できなかった（トランスポー
ターキメラでは non functional となることが散見される）。そこで、EAAT1 の TM7b-HP2a を

Fig. 2      
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EAAT2 タイプに置換したキメラ（EAAT1(EAAT2 TM7b-HP2a)）を作成したところ、L-Glu
誘発電流への作用が弱い抑制から増強に切り替わった（Fig. 2B-b2）。さらに、EAAT2TM7b-
HP2a のどの region が作用に必須なのかについて、各種キメラ、アミノ酸置換等によって検討
をすすめ、Leu434 が必須であることを見いだした （Fig. 2B-b2）。検証のため、EAAT2 の Leu434
を Ala 置換したところ、DHA の L-Glu 電流増強作用は消失した （Fig. 2B-b3）。従って、DHA
の EAAT2 電流増強作用には、EAAT2 の Leu434 が必須であることが示された。EAAT2 の
Leu434 は EAAT1 の Ala435 に相当するが、EAAT1 の Ala435 を Leu に置換すると DHA の作
用が減弱から増強に切り替わったことから （Fig. 2B-b4）、この 1 アミノ酸が DHA の作用方向
性に大きく関わっていることが示された。 

 DHA 以外でも PUFA によるタンパク質機能制御は数多く報告されている。そこで、Fig. 3A 

Fig. 3 
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に 示 し た 10 種 類 の PUFA に つ い て 、 EAAT1, 2 機 能 へ の 影 響 に つ い て 検 討 し た 。
docosapentaenoic acid (DPA), eicosapentaenoic acid (EPA), arachidonic acid (ARA), and α-
linolenic acid (ALA)は DHA と同様、有意に L-Glu 誘発 EAAT2 電流を増強し（Fig. 3B）、
EAAT1 電流を減弱した （Fig. 3C）。また、これらの作用にも Leu434 が必須であることが判明
した。PUFA による L-Glu トランスポーターの機能制御に Leu434 が必須であることは、L-Glu
トランスポーターとの直接的な相互作用を示唆しており、制御メカニズムの解明に重要である。

Fig. 4 
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DHA が EAAT2 の機能をどのように促進しているのか考察するため、induced fit docking (IFD) 
simulation を行った。EAAT2 の基質輸送は outward facing state (OFS)→intermediate OFS 
→unlocked inward facing state (IFS)→IFS で示されるトランスポートドメインのエレベーター
仮説が受け入れられている（6, 7）（Fig. 1F）。IFD でスコアが高かった組み合わせは U 型の
DHA がトランスポートドメインの疎水性クレバスに入り込んでいる状態であった（Fig. 4B）。
その領域はグルタミン酸結合領域、Na+結合領域に近く、これらの結合へ影響している可能性
もあり興味深い。 
【ヒト型 L-Glu トランスポーター評価系としてのヒト iPS 細胞由来神経系細胞】 
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近年、倫理的な問題を解決したヒト由来幹細胞として、hiPSC の市販が始まり、新薬開発 （探

索、安全性・毒性、代謝等）における応用が期待されている。我々は、多くのリソース（アカ
デミア、細胞メーカー等）から取得した hiPSC-neural cells の性状について比較検討を行って
きたが、ほぼすべての場合で、神経細胞が齧歯類初代培養神経細胞よりも興奮毒性に対して耐
性があることを見いだしていた。多くの文献でも同様の報告はあるものの（8, 9, 10）、メカニ
ズムについて検討された例はなかった。そこで、hiPSC-neural cells 培養系における L-Glu ト
ランスポーターの機能、興奮毒性への耐性との関連について、詳細な検討を行った。市販 hiPSC-
neural cells は X 社のものを使用した。この培養系で神経活動を微小電極アレイシステム
（microelectrode array system: MEA)で記録したところ、培養 60 日前後で神経回路形成が飽和
することが確認された（Fig. 5A）。 

また、qRT-PCR において、nestin （幹細胞マーカー）, HuC/D （神経細胞マーカー）, GFAP
（ラジアルグリア・アストロサイトマーカー）, S100β （アストロサイトマーカー）の発現につ
いて確認した。培養期間が長くなるにつれ、nestin 発現は減少し、HuC/D 発現は飽和し、GFAP, 
S100β発現は増加した。免疫組織化学的に確認したところ、確かにアストロサイト様の細胞が
増加していた。同様に、EAAT1, 2 の発現についても検討した。 

Fig. 5 
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両者とも培養期間が長くなるにつれ発現が増加しており、EAAT1 はアストロサイト、EAAT2
はアストロサイトと神経細胞に発現していた（Fig. 6C） 

 hiPSC-neural cells の興奮毒性に対する耐性と EAAT1, 2 との関連について薬理学的に検
討した （Fig. 7）。神経回路が完成された培養 60 日目以降でも、100 µM L-Glu によって神経細
胞への障害は引き起こされなかった（Fig. 7A）。しかし、EAAT1, 2 の両者を阻害する TFB-
TBOA が共存していると、培養 63 日後の標本で L-Glu は有意に神経細胞の生存率を低下させ
た （Fig. 7B-b2）。さらに、EAAT1 選択的阻害剤 UCPH-101, EAAT2 競合的阻害剤 dihydrokinic 
acid (DHK)、強力な EAAT2 阻害剤 WAY213613 を用いて、細胞外 L-Glu が EAAT1, EAAT2
の両者によって取り込まれること、EAAT1 より EAAT2 のほうが取り込みに大きく貢献してい
ることを明らかとした（Fig. 7C, D）。 

hiPSC-neural cell 培養系では、アストロサイトが分化、増殖し、アストロサイトに発現して
いる EAAT1, アストロサイトと神経細胞に発現している EAAT2 が細胞外 L-Glu を強力に取
り込み、神経細胞を興奮毒性から防御していることが明らかとなった。したがって、hiPSC 
neural cells はこれまで齧歯類初代培養では難しかった EAAT2 を標的とした新薬探索やメカ
ニズム解明に有用であることが示唆された。 

 
 
 

Fig. 6 
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ヒト血液脳関門を知る、創る、操る： 

物流システムの解明から『血液脳関門操薬』への展開 

徳島大学大学院医歯薬学研究部  
薬学域・DDS 研究センター薬動力学部門  

立川 正憲  

1. はじめに 

人々が、健やかに成長し、はたらき、老いることのできる健康長寿社会を実現するためには、

疾患に対する予防医療の確立や治療体制を一層強化することが必要である。その中でも脳神

経疾患は、人生のあらゆるステージにおいて罹患者の生活の質を低下させるだけでなく、介護

者の負担増を余儀なくさせる。厚生労働省の研究班が発表した将来推計 1 によると、高齢化が

進む我が国では、2040 年には認知症患者が 584 万人、認知症予備軍とされる軽度認知障害

患者が 613 万人に上り、65 歳以上の高齢者の 7 人に 1 人が認知症に罹患すると予想されて

いる。そこで脳神経疾患を制圧する治療薬や、症状悪化を遅らせる疾患修飾薬の開発が強く

求められている。これだけでなく、若年者を中心に増加傾向にあるうつ病や統合失調症などの

精神疾患、そして発達早期の治療介入によって治癒が見込まれる小児神経疾患に対する薬

剤開発も、喫緊の課題である。このような現状をふまえ、各国の製薬企業やベンチャー企業が、

従来の低分子薬物だけでなく、核酸やペプチド、抗体タンパク質などの中高分子を新たなモダ

リティとした脳神経疾患治療薬や疾患修飾薬の開発にしのぎを削っているが、未だアンメットメ

ディカルニーズの域を脱していない。 

脳神経疾患に対する治療薬や疾患修飾

薬が効果を発揮するためには、薬物が脳

内の標的部位に到達することが大前提とな

る。薬物を循環血液中から脳内に届けよう

とすると、そこには脳血管の壁、いわゆる

「 血 液 脳 関 門 （ Blood-Brain Barrier, 

BBB）」2（図 1）が立ちはだかる。治療薬開

発の成否は、脳血管の壁をいかに攻略す

るかにかかっているといえるが、現状では、

薬物に血液脳関門を突破する機能を付与

する方法論の開発は未だ発展途上にあ

り。末梢臓器と同じように、脳にも縦横無尽

に微小血管網が張り巡らされており、循環

血液中に入った薬物は脳内でもこの微小

血管内を循環することができる。脳毛細血管は、平均 40µm の間隔で走行しており 2、その間の

図 1 血液脳関門(Blood-Brain Barrier, BBB)の
機能形態学的特徴 
右下図は、トランスポーターの免疫電子顕微鏡写
真（マウス脳）、脳毛細血管内皮細胞をピンク色、
ペリサイトを青色、シナプス構造を黄色で着色 



空間に神経グリア細胞の細胞体や突起、神経シナプスなどの神経活動の機能単位が配置さ

れている（図 1 右下の電子顕微鏡写真）。形態学的には循環血流から薬物の標的部位まで数

十 µm しか離れておらず、脳血管の壁を通過することができた薬物は速やかに標的部位に到

達可能である。しかし脳血管の壁は、肺や肝臓などの末梢臓器の血管とは異なって特殊化さ

れており、内皮細胞どうしが密着結合（ tight junction）で強く結合して、細胞間のすきまを介し

た物質透過（paracellular transport）を著しく制限している。一方で脳血管の壁には、血液中を

循環する物質の中から特定の物質を選別して透過させる仕組みが存在し、この仕組みを私た

ちは「物流システム」とよんでいる。そこで特殊化された脳血管の壁の物質透過性、つまり「血

液脳関門の物流システム（BBB Logistics）」の作動原理を、ヒトレベルで分子機構論的に理解

することが、脳神経疾患に対する治療薬や疾患修飾薬の脳内病的部位への効率的な送達を

実現するうえで必須である。 

 
2. 『血液脳関門操薬』のストラテジー 

  薬物送達システム（DDS）

の研究開発は、低分子薬物

に対してだけでなく、修飾リ

ポソームや高分子ミセル、人

工エクソソームなどのナノ医

療工学の発展とともに、高

分子薬物へ対しても大きな

広がりを見せている。今こ

そ、ヒト血液脳関門の物流シ

ステムを利用して、あらゆる

モダリティの血液脳関門透

過性をマニピュレーション（操作）し、血液脳関門を突破した薬物を脳内の標的部位へ時空間

を制御してナビゲートするための方法論の確立が、脳神経疾患創薬に変革をもたらす好機とな

ると期待される。そこで私たちは、血液脳関門の物流システムを利用して、あらゆるモダリティの

血液脳関門透過性をマニピュレーションする方法論の開発を、『血液脳関門操薬』（図 2）と名

付け、異分野融合のもとにプロジェクトを進めてきた。本プロジェクトは、定量プロテオミクスを基

盤として、ヒト血液脳関門の物流システム（BBB Logistics）の作動原理を「知る（Decoding）」、

次にマイクロ流体工学との融合によって、BBB Logistics を再現したヒト BBB on-a-Chip を「創

る（Building）」、最終的に BBB chip を評価系として用い、BBB Logistics を利用して薬物の血

液脳関門の透過性を「操る（Manipulating）」方法論を確立する、という三本の柱からなってい

る。本プロジェクトでは、「ヒト血液脳関門操薬科学」を構築し、物流システムに認識されうる血

液脳関門突破素子の開発と脳疾患治療薬の中枢送達技術への実装を最終目標とした。 
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図 2 『血液脳関門操薬』のアウトライン 
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核移行因子 KPNA1 による軸索輸送制御メカニズムとその生理的意義の解明 

 

福井大学学術研究院医学系部門・分子生体情報学分野 

山田 雅己 

 

１. はじめに 

主要な核移⾏因⼦の⼀つ
で あ る KPNA/Karyopherin 

α/Importin α は、核局在化シグ
ナル (NLS: nuclear localization 

signal) を 有 す る Cargo や
Importin β1 (IPOB1)と三者複
合体を形成し、核―細胞質間
の物質輸送を担っている (図
1 左) [1]。⼀⽅で KPNA は、核
移⾏のみならず⽣体内での様々な役割を担う多機能分⼦としての側⾯を持つことがわかっ
てきた[2]。中でも KPNA1 は、脳組織や神経細胞において強く発現することが知られ、Kpna1
遺伝⼦の精神疾患発症への関与が報告されている[3]。最近私たちは、Kpna1 ノックアウト
（KO）マウスを⽤いて、この遺伝⼦⽋損による遺伝的要因 (G)に孤⽴や薬物ストレスの環
境的要因 (E)が加わった G x E 相互作⽤が特定の脳部位での神経細胞の機能調節に影響を及
ぼし精神疾患様の⾏動異常が⽣じることを報告した[4-6]。これまでにも神経細胞内のシナプ
スや軸索末端などの特定部位において、インポーチンが末梢から細胞核への情報伝達に関
わることは⽰唆されていたが、その詳細な分⼦機構は明らかではなかった。今回私たちは、
KPNA1 に関連する神経細胞内での物質輸送を明らかにするため、特に神経軸索における
KPNA1 の分⼦動態に着⽬して解析を⾏なった。ラット⼤腿神経を⽤いた軸索成分に対する
⽣化学的解析から、KPNA1 および IPOB1 やその他の核移⾏関連因⼦が軸索中に豊富に存在
していることが⽰された。後根神経節細胞を⽤いたライブセルイメージングでは、KPNA1

および IPOB1 が順⾏性および逆⾏性の双⽅向に軸索内を移動し、特徴的な分⼦動態を⽰し
た。また KPNA1 は、微⼩管分⼦モーター、微⼩管関連因⼦、および⼩胞関連因⼦とも軸索
内で挙動を共にすることもわかった。しかしながら、軸索輸送における KPNA1 と IPOB1 は、
ほとんど挙動を共にしていなかった(図 1 右)。また本研究において、統合失調症患者型の
KPNA1 変異体の神経細胞での機能解析を⾏い、その局在が核内に限定していること、特定
の核外輸送シグナル (NES, nuclear export signal) 配列を付加することで、軸索への局在が回
復すると共に分⼦動態の顕著な改善が⾒られた (Mizuno et al., under revision in Neurobiol 
Dis)。これらより、KPNA1 は、分⼦モーターを介した軸索内での情報伝達に不可⽋な役割
を担っており、精神疾患の発症にも関与する重要な因⼦であることが⽰唆された。 
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α

“Classical” nuclear
transport by 

importin complex

Axonal transport
of Importin complex

α: KPNA
β: Importin β1

Cargo

α
β

α

β

Ran-GTP

Nuclear 
membrane

Cytoplasm

Nucleus
Cargo

β

Cytoplasmic
Dynein Kinesin

Cargo

A

（図１）KPNA1による細胞内物質輸送制御の模式図

α: KPNA/Importin α
β: IPOB1/Importin β1
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２.１.軸索性インポーチンについて 

まず、私たちは神経細胞の軸索部分でのインポーチンに関連するタンパク質の発現を包
括的に調べるため、ラット⼤腿神経を摘出した後に細胞抽出液を調製し、液体クロマトグラ
フィー-タンデム質量分析（LC-MS/MS）を⾏った。この解析により、IPOB1、IPO5、IPO9、
KPNA4、CRM1/Exportin1、CAS/Exportin2、small GTPase Ranなどのインポーチン関連
タンパク質の存在が明らかになった。これらの因⼦は核―細胞質間の物質輸送を制御する
因⼦としてよく知られているが、今回の解析結果より、軸索にもインポーチンに関連する
様々のタンパク質が存在していたことは興味深い（図２A）。この抽出液を⽤いて、KPNA抗
体および IPOB1抗体での免疫ブロット解析を⾏ったところ、KPNA1 については〜60 kDa に
IPOB1 については〜100 kDa に各々バンドを確認することができた（図２B）。質量分析の結
果では、KPNA1 は安定して検出されなかったが、これはペプチドの強度が低いか、あるい
は他のペプチドからの⼲渉による可能性が考えられた。これらの所⾒は、軸索内に多様なイ
ンポーチン関連タンパク質が存在すること、特に KPNA1 は豊富に存在していることを⽰す
ものである。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２.２.神経細胞内での KPNAと IPOB1 

神経細胞内における KPNA1 と IPOB1 の局在を解析するため、神経細胞マーカーとし
て抗bIIIチューブリン抗体/Tuj1 を⽤いて、初代培養のマウス後根神経節細胞（DRG: dorsal 
root ganglion）の免疫細胞染⾊を⾏った。KPNA1 と IPOB1 両⽅のシグナルが Tuj1 陽性
DRGニューロン内に検出された （図３A）。KPNA1 はDRGニューロンの軸索および細胞
体に局在していた。細胞体では KPNA1 はニューロンの核内に局在が⾒られ、軸索領域では
KPNA1 は特徴的な点状の染⾊パターンを⽰した（図 3A, 上段）。IPOB1 は、細胞体ではと
りわけ核膜に顕著なシグナルが⾒られ、細胞質でも⾼いシグナルが検出された。軸索領域に
おける IPOB1 は、KPNA1同様の特徴的な点状の染⾊パターンを⽰した（図 3A, 下段）。ま
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た、KPNA1 では Tuj1 陽性ニュ
ーロンの⽅が Tuj1陰性細胞より
も⾼い 発 現 が⾒ら れ た が 、
IPOB1 では Tuj1 陽性ニューロ
ンと Tuj1陰性細胞の間での発現
量の差はほとんど⾒られず、
IPOB1 はより偏在的に発現して
いることが⽰唆された（データ
省略）。 
次に 、 軸 索 性 KPNA1 と

IPOB1 を含む複合体の特徴を明
らかにするために、ショ糖密度
勾配遠⼼法にてラット⼤腿神経
抽出液を分画し免疫ブロッティングを⾏った（図 3B）。分画の結果、KPNA1 は細胞質ダイ
ニン中間鎖 1（DIC1）と⼀部で溶出画分の位置が重複していたが、キネシン重鎖（KHC）
とはほとんど⼀致しなかった。興味深いことには、IPOB1 は KPNA1 とは異なる位置に溶
出画分を⽰した。さらに、精製したチューブリンを重合させて⾏なった微⼩管プルダウンア
ッセイにおいて、ATP 存在下での KPNA1 は細胞質ダイニンやキネシンと同様に微⼩管と
の共沈が⾒られたが、IPOB1 は微⼩管との共沈は⾒られなかった（図 3C）。KPNA1 または
IPOB1 に対する抗体でラット⼤腿神経抽出液を⽤いたそれぞれの免疫沈降は可能であった
が、KPNA1抗体では IPOB1 の共沈は⾒られず、IPOB1抗体でも KPNA1 の共沈は⾒られ
なかった（データ省略）。これらの結果は、少なくとも⾮創傷状態の末梢神経細胞では、軸
索内での KPNA1 と IPOB1 の安定した複合体の形成を⽀持するものではなく、別々の複合
体を形成している可能性が考えられた。 
KPNA1 と IPOB1 のそれぞ

れに対する抗体を⽤いて DRG
ニューロンを免疫⼆重染⾊した
ところ、前述同様、細胞体での
KPNA1 は特に核内に、IPOB1 は
核膜にはっきりと局在が⾒られ
た（図４左列）。また、両者の軸
索領域における染⾊パターン
（ラインスキャン）はほとんど
⼀致していなかったことから、
KPNA1 と IPOB1 が DRG ニュ
ーロンの軸索領域では共局在し
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ていなことが⽰唆され、前述の⽣化学的データを⽀持するものであった（図４中央列）。興
味深いことに、DRGニューロンの軸索終末領域では、KPNA1 と IPOB1 の明確な共局在が
観察され、限られた領域においては、KPNA1 と IPOB1 が相互作⽤している可能性が⽰唆
された（図４右列）。 
 

２.３.KPNA1 および IPOB1の軸索輸送とその関連性 

KPNA1 と IPOB1 の軸索内での移動性を調べるため、EGFP または mCherry の蛍光融
合タンパク質として DRG ニューロン内に過剰発現させてライブセルイメージングを⾏っ
た。まず、KPNA1 と IPOB1 が軸索内での移動性を⽰すかどうかを評価するために、光褪⾊
後蛍光回復 (FRAP: fluorescence recovery after photobleaching）を⾏った（図 5A-C）[7]。
具体的には、軸索に沿った⻑い矩形領域を光褪⾊させて後の蛍光回復を経時的に観察して、
タンパク質の順⾏性または逆⾏性の動きを解析した。KPNA1 および IPOB1 は、両⽅向か
らの蛍光回復が⾒られたことから、逆⾏性および順⾏性の双⽅向への輸送が⽰された（図
5A＆B）。このとき、回復の半減時間（t1/2）は、順⾏性と逆⾏性で有意な差は⾒られなか
った（図 5C）。mCherry で標識した KPNA と IPOB1 軌跡のカイモグラフィー解析による
と、両者ともに多くのスポットは⽐較的安定した移動性を維持し双⽅向へと輸送されてい
たが、いくつかの蛍光スポットにおいては移動⽅向の切り替わりが頻繁に⾒られた（図 5D）。
さらに、ダイニン阻害剤のシリオブレビンD (Cilio. D)により、軸索内での KPNA1 の輸送
は完全に停⽌した（図 5D&E, 右）、これらの知⾒から、軸索の KPNA1 の可動性が細胞質
ダイニンやキネシンのような分⼦モーターの活性に依存していることを⽰唆された。 
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これらの過剰発現させた
KPNA1 あるいは IPOB1 の蛍
光タンパク質は、内因性のも
のと同様の局在パターンを⽰
した（図 6A、⼀部省略）。軸索
における KPNA と IPOB1 の
関係を調べるために、mNG-
IPOB1/mCherry-KPNA1 ま
たはEGFP-KPNA1/mCherry-IPOB1 の組み合わせで発現させたDRGニューロンで⼆重ラ
イブイメージングを⾏った。定量的解析の結果、KPNA1 と IPOB1 の共挙動の割合は、
mCherry-KPNA1 と EGFP-IPOB1、および mCherry-IPOB1 と EGFP-KPNA1 の両⽅で約
25％であった（図 6B）。この結果から、軸索の KPNA1 と IPOB1 は、それらが豊富に存在
するにもかかわらず、主に同じ輸送複合体を形成しているわけではないことが⽰唆された。 
次に、KPNA1 と微⼩管モーター複合

体の関連性を調べるために、KPNA1 抗
体と DIC1抗体および KHC 抗体との⼆
重免疫染⾊を⾏った（図 7）。これらの結
果は、DRG ニューロン軸索領域での
KPNA1 と細胞質ダイニンとの間におい
て、限られた数ではあるが相互作⽤の可
能性を⽰唆するのであった（図 7A）。⼀
⽅、KHCの染⾊では、DRGニューロン
軸索におけるKPNA1 との明確な共局在
は⾒られなかった（図 7B）。 

さらに、KPNA1 の軸索内での運動性と分⼦モーター複合体との関係を解析するために、
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った。その結果、EGFP-DIC1 および EGFP-p150 glued と軸索領域における共挙動する
mCherry-KPNA1 は、均⼀な速度での⽐較的遅い移動性を⽰した（図 8A＆B）。これらの所
⾒は、KPNA1 がダイニンおよびダイナクチン複合体と直接的および間接的なメカニズムで
挙動を共にし、分⼦モーターによる遅い輸送を受けることを⽰唆している。 
 
２.４.軸索 KPNA1と軸索エンドソーム/リソソーム小胞の共挙動 

軸索性インポーチ
ンの輸送は、⾮⼩胞系
逆⾏性輸送と関連し
ていると報告されて
いる[8]。 しかしなが
ら、軸索性 KPNA1 の
運動パターンは不均
⼀であり、かなりの割
合が双⽅向への運動
を⽰し、その移動は逆
⾏性輸送に限定され
ないことが明らかになった。そこで私たちは、軸索性 KPNA1 と他の軸索輸送複合体との関
連性を調べるため、⼀般的に双⽅向への輸送が⾒られる⼩胞カーゴに注⽬した。KPNA1 が
⼩胞と結合しているかどうかを評価するために、後期エンドソームのマーカーである
mKO2-Rab7a、またはリソソームを標識する Lysotracker-red を⽤いて、Venus/EGFP-
KPNA1 のライブセルイメージングを⾏った。カイモグラフ解析より、Rab7aおよびリソソ
ームは KPNA1 と⽐較的類似した運動パターンと共挙動を⽰した（図 9A&B）。定量分析の
結果、Rab7aとリソソームの両⽅の蛍光スポットの 50％以上が KPNA 1 との共挙動の⽰す
⾼値であった（図 9C）。これらより、KPNA1 の⼀部は⼩胞を Cargoとして⼀緒に輸送され
ること、軸索性インポーチンが⼩胞と⾮⼩胞の両⽅の複合体に包含している可能性が⽰唆
された。 
 
２.５.統合失調症患者型 KPNA1変異体のその機能解析 

統合失調症患者のエクソソームスクリーニングにより、KPNA1 に de novo ナンセンス
変異・KPNA1E448X が同定された[9]。そこで私たちは、DRG ニューロンに mCherry-
KPNA1E448Xなどの各種 KPNA1 変異を過剰発現させて、軸索内での局在と運動性につい
て調べた（図 10A&B）。KPNA の相対的な蛍光強度を⽐較すると、KPNA1E448X では核/
軸索の蛍光強度⽐が 100を超え、KPNA1FL (FL: full length)の約 10.0よりも有意に⾼値を
⽰し、KPNA1 の著しい核への蓄積と軸索領域での KPNA1 の消失が確認された（図 10C）。
KPNAの C末端は、その核外輸送因⼦ CAS/exportin2との結合領域であることから[10]、こ
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の核内での異常なタンパク質の蓄積は、KPNA1 の核外輸送の消失によるものと考えられる。
そこで、Kpna1 遺伝⼦に別の核外輸送因⼦ CRM1/exportin1 によって認識されるプロテイ
ンキナーゼ阻害剤（PKI: protein kinase inhibitor）の核外輸送配列（NES）を連結させたキ
メラ遺伝⼦を作製し、この付加によって KPNA1E448Xの軸索部分への局在が回復するかど
うかを調べた[11]。KPNA1FLの C末端に NESを結合させた KPNA1（KPNA1FL-NES）と
E448X（KPNA1E448X-NES）は共に軸索領域に局在し、それらの相対強度およびスポット
数は、KPNA1FL との間で有意な差は⾒られなかった（図 10B&C）。KPNA1FL-NES では
核からタンパク質が消失しており、KPNA1 に対する CASあるいは CRM1 による核外輸送
の活性により、蛍光融合タンパク質は核外へと輸送されたことが⽰唆された。さらに、
IPOB1 との結合領域である N 末端 41 アミノ酸が⽋失した KPNA1DeltaN および
KPNA1DeltaN-E448X を作製し同様に解析したところ、両者ともに相対的な軸索での
KPNA1 の強度やスポット数は全⻑タンパク質と有意差は⾒られなかった（図 10C）。しか
しながら、核と軸索の⽐率は、KPNA1E448X よりも KPNA1DeltaN-E448X の⽅が有意に
低かったことから、KPNA1E448Xの異常蓄積には、KPNA1 の IBB ドメイン (Importin b
結合領域)への IPOB1 の結合が必要であることが⽰唆された。 
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２.６.NES 配列付加による変異型 KPNA1E448Xの軸索輸送の回復 

軸 索 領 域 に お け る
KPNA1E448X-NES の運動性
を解析するために、mCherry-
KPNA1E448X-NES ライブイ
メージングを⾏った。軸索の
KPNA1 がほとんど失われた
KPNA1E448Xとは対照的に、
mCherry-KPNA1E448X-NES
を発現しているDRGニューロ
ンでは、軸索の運動スポットが
観察された（図 11A&B）。カイ
モ グラフを ⽤ い て 解 析 し た
KPNA1E448X-NES の軌跡と
速 度 ヒ ス ト グ ラ ム は
KPNA1FLと類似しており、軸索に沿って⽐較的安定したスポット移動性を⽰した（図 11D）。
さらに、シリオブレビン D を添加すると、KPNA1FL で観察されたのと同様に、
KPNA1E448X-NES の運動性は停⽌した。この結果は、KPNA1E448X-NES の運動性が、
KPNA1FL タンパク質で観察されたような分⼦モーター活性に依存していることを⽰して
いる。⼀⽅で、KPNA1E448Xへの NES配列の付加は、KPNA1 の異常局在を改善し軸索領
域におけるダイニン/ダイナクチン複合体および Rab7aとの会合を確認できたことから、統
合失調症患者型KPNA1 変異体 (KPNA1E448X)に核外輸送配列を付加することでのその機
能回復が期待される（図 12）。 
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３. おわりに 

今回の研究では、軸索性インポーチンの KPNA1 の分⼦動態と、統合失調症に関連
する変異による局在の変化について新たな知⾒が得られた。また、軸索性の KPNA1 と
IPOB1 は、核―細胞質間の物質輸送を担う場合とは異なる輸送複合体を形成している
ことが⽰唆された。さらに、KPNA1 の軸索輸送には、細胞質ダイニンやキネシンとい
った微⼩管分⼦モーターが深く関わっていることが明らかとなった。さらに、KPNA1
は、⼩胞系/⾮⼩胞系を含む予想外のパートナーとも結合しており、独⾃の軸索内輸送が
⽰されたことは興味深く、軸索性インポーチンの役割についての理解が深まった。今回
の研究は主に末梢神経系に焦点を当てて⾏われたが、中枢神経系の発達や精神疾患の理
解にもつながる重要な知⾒と考えられる。さらなる解析は必要であるが、短い DNA 配
列の追加によって局在異常およびその分⼦機能の改善が⾒込めることから、精神疾患や
神経変性疾患の発症に共通する分⼦メカニズムについて、より深い理解が求められると
共に新しい治療法の開発に期待が寄せられる。 
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小胞輸送障害により生じる新規疾患の病態解明と、 

幅広いリソソーム病治療法開発への応用 
 

川崎医科大学 医学部 分子遺伝医学教室 

大友 孝信 

1．はじめに 

  リソソームは酸性の細胞小器官（オルガネラ）で、細胞内外からオートファジーやエンドサイトーシ

スで運ばれてくる物質の分解を担っている。リソソーム酵素の遺伝子変異により分解活性が低下する

と、主に小児期に発症するリソソーム病となる。リソソーム病には欠損酵素の種類によって 40 以上の

疾患が含まれる 1が、多くには未だ治療法が存在せず、希少難病である（指定難病 19、小児慢性特

定疾病 75〜102）。 

  我々は近年、リソソーム病と臨床像が酷似するが診断がつかない患者に対して網羅的遺伝子解

析を行ったところ、VPS33A 遺伝子に変異を同定した 2。VPS33A はオートファジーやエンドサイトーシ

スの小胞をリソソームへ輸送するために必要な小胞輸送複合体を構成する分子であった。また、この

患者ではリソソーム酵素自体の遺伝子には異常はなかった。我々の発見から「リソソームへの基質の

輸送」と「リソソームでの基質の分解」という一連の代謝経路（の障害）と臨床症状とのリンクが示唆さ

れたのである。この新規疾患はリソソーム病のひとつであるムコ多糖症と症状が類似し、プラスアルフ

ァの症状も認めるため、ムコ多糖症プラス症候群（Mucopolysaccharidosis Plus Syndrome, MPSPS, 

OMIM #617303）と命名された 3。 

  本研究助成において我々は MPSPS に関する以下の 3 つのプロジェクトを提案し、遂行した。 

 ① VPS33A がムコ多糖の代謝に寄与するメカニズムの解明 

 ② 変異 VPS33A をターゲットとした MPSPS の創薬 

 ③ VPS33A を含む小胞輸送複合体によるエンドサイトーシスの新しい制御機構の解明 

このうち①、②についての進捗をそれぞれ第 3 項、第 4 項で示すが、未発表・特許関連データが含

まれるため、一部マスクし概説にとどめることをご了承いただきたい。③については、第 5項、第 6項

にて詳細に説明する。 

 

2．Mucopolysaccharidosis Plus Syndrome（MPSPS） 

  MPSPS の症例は、リソソーム病のムコ多糖症やムコリピドーシスと類似する症状を有するが診断が

つかなかった家系に対して全エクソーム解析を実施し、原因遺伝子 VPS33A を同定したものである 2。

本疾患は常染色体潜性（劣性）遺伝性で、患者は全員 c.1492C>T（p.R498W）変異を両アレル（ホモ

接合体）で有していた。古典的なムコ多糖症と類似した特徴的な顔貌、骨変形や関節拘縮、肝臓・



  

脾臓の腫大などの症状に加え、腎不

全、造血不全を呈し、生命予後は重篤

である【図 1】。血中のムコ多糖は上昇

しており、ムコ多糖の代謝経路に障害

があることが古典的なムコ多糖症同様

の症状を引き起こす原因であると考え

られるが、その他のプラス症状（腎不

全、造血不全）のメカニズムは不明であ

る。我々は本疾患について継続的に

症例を集積し、臨床像を報告している
4,5,6。特に腎の組織所見では脂質代謝

障害（リソソーム病の一種）であるファブリー病と類似した泡沫様所見と糸球体構造の広範な破壊像

が見られ、本疾患とリピドーシスとの病態関連性も示唆される。 

  我々は MPSPS の病態に関する細胞生物学的な解析も進めている。VPS33A は小胞輸送に重要

な分子であるため、本分子の異常はオートファジーやエンドサイトーシスの広範な破綻を引き起こし、

その結果、リソソームで代謝されるべき物質が代謝されずに蓄積する（疾患となる）ことが予想される。

しかし、驚くべきことに MPSPS 患者皮膚線維芽細胞におけるオートファジーやエンドサイトーシス機

能は正常であった。つまり、本疾患では、（i）細胞内小胞輸送に関わる分子の遺伝子異常があるにも

関わらず、細胞の小胞輸送機能は保たれており、（ii）ムコ多糖を代謝するリソソーム酵素は欠損して

おらず、ムコ多糖をリソソームへ小胞輸送する機能も保たれているようであるが、実際に患者ではムコ

多糖が蓄積している。この一見矛盾するような表現型に本疾患を理解するためのクエスチョンが残さ

れている。この課題の解決は、MPSPS の病態理解のみならず、他のリソソーム病との関連を明らかに

し、治療法開発への足掛かりとなることが期待される。 

 

3．VPS33A の変異によって相互作用が変化する分子の同定 

  本研究項目の詳細については、研究の新奇性保護の観点から公表を控えさせていただきます。 

 

 

4．MPSPS 治療薬候補のスクリーニング 

  我々の先行研究から変異 VPS33A 分子は不安定であることが明らかになっている（未発表）。また

患者変異はオートファジーやエンドサイトーシスの機能に大きな影響を与えないことが示唆されてい

る。そこで我々は変異型 VPS33A タンパク質を安定化させることが MPSPS の治療法につながるので

はないかと考えた。一方で、単純に細胞内の VPS33A 量を増加させるのみで細胞機能を低下させる

 【図 1】 MPSPS の所見 

  特徴的顔貌、骨の変形腎不全、造血障害などを呈す。 



  

可能性がある（例えば分解を止める、凝集体を形成するなどの）薬剤は治療薬候補とはならない。今

回我々は、（i）変異 VPS33A量を増加させる、（ii）ムコ多糖を減少させる、の 2 つのパラメーターを用

いて FDA承認薬 1970 種類から効果のある薬剤をスクリーニングした。 

  結果を【図 4】に示す。各点は個々の薬剤を示す。縦軸は、ムコ多糖の一種であるヘパラン硫酸

のコアタンパク質にタグをつけて発現

させ蛍光染色を可能とし、薬剤処理前

後のヘパラン硫酸量の変化を fold 値

で示したものである。横軸は、変異

VPS33A に Luciferase を結合させて発

現させ、薬剤処理前後の変異 VPS33A

量の変化を fold 値で示したものであ

る。右下の領域にプロットされる薬剤が

MPSPS の候補薬剤となる。現在これら

選択された薬剤の効果をセルラインや

患者細胞にて確認中である。 

  我々は MPSPS モデルマウスの作出にも挑戦している。CRISPR/Cas9 を用いて、ヒト VPS33A 遺

伝子 p.R498W 変異に相当するマウス Vps33a 遺伝子 p.R500W 変異をマウス受精卵へ導入し、

p.R500W変異を持つヘテロ個体までが得られている。しかし、このヘテロ個体のいくつかにはMPSPS

とは無関係と考えられる症状を示す個体がランダムに出現し、ヘテロ同士の交配の妊孕性も低いと

いう問題が生じている。CRISPR/Cas9 で行なったノックインの過程でのオフターゲット変異の可能性

を考え、現在、純系の C57BL/6 マウスへバッククロスをしているところである。安定して妊娠が確認さ

れる状態になれば、ヘテロ変異個体同士を掛け合わせて MPSPS モデルマウスを得て、全身組織の

解析および治療実験を行う。前述の通り、FDA 承認薬からのスクリーニングであるため、治療効果が

明確であった際にはドラッグリポジショニングのスキームで臨床応用へも展開しやすい。 

 

5．VPS33A を含む新規小胞輸送複合体（Hybrid 型）の同定 

  MPSPS の原因遺伝子でもある VPS33A は VPS33Aタンパ

ク質をコードし、他の VPSタンパク質（16、18、11、41、39、8、

3）と複合体を形成して小胞輸送複合体を構成する 9【図 5】。 

  HOPS（homotypic fusion and vacuole protein sorting）は

オートファゴソームとリソソームの小胞間をテザリングする（稽

留する、繋ぎ止める）ことでそれら小胞間の融合を促進する。

CORVET（class C core endosomal vacuole tethering）は初期

エンドソーム間のテザリングを促進し、エンドソームの成熟に

 【図 4】 FDA 承認薬（1970 種類）のスクリーニング結果 

           （薬剤名は示しておりません） 

    【図 5】 小胞輸送複合体 



  

寄与する【次ページ 図 6】。しかしこれら小胞輸送複合体の機能が完全に解明されたわけではなく、

近年もリサイクル小胞系への関与などの発見が続いている 10。 

  我々はこれら VPS 分子に注目し、HeLa 細胞において CRISPR/Cas9 を用いて VPS 遺伝子群を

ノックアウト（KO）し、オートファジーに与える影響を検討した。HOPS と CORVETは VPS33A、16、18、

11 から構成されるコアとなる部分（class C core）を共通に有し、端側にそれぞれ異なる VPS 分子が

結合している【次ページ 図 6】。

VPS41 KO や VPS39 KO では HOPS

が形成されずオートファジーの機能

が障害されると予想され、その通りの

結果であった【図 7】。一方で、既報

においても CORVET のオートファジ

ーへの寄与は明らかではなく、我々

の解析においても VPS8 KO や VPS3 

KO でオートファジーの機能は保た

れていた【図 7】。 

  続いて我々は同様にエンドサイトーシスの機能を解析した。EGFR（Epidermal Growth Factor 

Receptor）に注目した解析では、HOPS が構成されない VPS41 KO や VPS39 KO でエンドサイトーシ

スが停止し、CORVET が構成されない VPS8 KO や VPS3 KO ではエンドサイトーシスは正常であっ

た。従って、受容体介在性エンドサイトーシスはオートファジー同様 HOPS 依存性に制御され、

CORVETの寄与は明らかではなかった【図 8・左】。 

  しかし、別のエンドサイトーシス様式であるマ

クロピノサイトーシスに注目し、蛍光標識を付加

した BSA（Bovine serum albumin）を追跡すると、

VPS41 KO や VPS39 KO でエンドサイトーシス

は停止するが、VPS3 KO や VPS8 KO において

もエンドサイトーシスは低下し、さらに VPS3 KO

と VPS8 KO間においても差が認められた【図 8・

右】。この結果は、マクロピノサイトーシスは

HOPS に依存するものの、HOPS のみではなく

別の輸送複合体によっても制御されていること

を示唆する。「別の輸送複合体」が CORVETで

あると仮定した場合、VPS3 KO と VPS8 KO とで

は同程度に機能が障害されると予想されるが、

今回マクロピノサイトーシスは VPS8 KO では

VPS3 KO よりも有意に低下していたことから、「別の輸送複合体」が CORVETであるとは断定できな

   【図 7】 VPS KO 細胞におけるオートファジー 

【図 8】 VPS KO 細胞におけるエンドサイトーシス 

 左：レセプター介在性エンドサイトーシス 
 右：マクロピノサイトーシス 
 蛍光物質 DQ は、バックボーン（この場合は BSA） 
 がリソソームなどで分解を受けると蛍光を発する 
 ようになる。 



  

い。そこで我々はHOPS と CORVETの一部の VPS 分子が入れ替わったHybrid型の小胞輸送複合

体の存在を想定した【図 6】。 

  我々が想定した Hybrid 型

の小胞輸送複合体の構造は

class C core に加えて、VPS41

＋VPS3 を持つもの（Hybrid-

A）と、VPS8＋VPS39 を持つも

の（Hybrid-B）である。我々は

これらの存在を、3 つの方法、

（i）小胞間をブリッジする部分

の 4 つの VPS 分子を同時に

強発現し、一側から免疫沈降

しもう一側を検出する方法、

（ii）小胞輸送複合体の一側の

VPS を強発現して免疫沈降し、結合してくる内因性の分子を質量分析計で検出する方法、（iii）完全

に内因性の小胞輸送複合体を免疫沈降で検出する方法で検証した。その結果、Hybrid型の 2 種類

の小胞輸送複合体が確かに形成されていることが確認された【図 9】。Hybrid 型の小胞輸送複合体

は酵母において形成される可能性が示されている 11 が、哺乳類細胞で実際 intrinsic に形成されて

いることを示したのは初めてである。 

 
【図 9】 免疫沈降による、4 つの小胞輸送複合体の存在の確認 

 【図 6】 小胞輸送複合体 （丸の中の数字は VPS 分子番号を示す） 

  左 2 つ：既知の小胞輸送複合体 HOPS と CORVET 
  右 2 つ：我々が想定し同定した Hybrid 型の小胞輸送複合体 A と B 



  

6．Hybrid 型の小胞輸送複合体が制御するエンドサイトーシスの様式 

  前述した、受容体介在性エンドサイトーシスとマクロピノサイトーシスが異なる制御を受けている事

実に対し、Hybrid型の小胞輸送複合体の寄与を調べた。我々はCRISPR/Cas9 を用い、VPS 分子を

2 つ同時に欠損するダブルノックアウト（dKO）細胞を作製し、実際に VPS41+39 dKO、VPS41+3 dKO、

VPS8+3 dKO 細胞を得ることができた。端側の 4 種類の VPS 分子のうち 2 種類を同時に欠損させる

と、4 つの小胞輸送複合体のうち 3 つを欠損させることが可能となり、残る 1 つの複合体のみを残存

させた状態を観察することができる。具体的には VPS41+39 dKO 細胞では CORVET のみが残存、

VPS41+3 dKO 細胞では Hybrid-Bのみが残存、VPS8+3 dKO 細胞では HOPS のみが残存している

と推測される。 

  オートファジーと受容体介在性エンドサイトーシスは VPS8+3 dKO 細胞で保たれており、やはり

HOPS 依存性のプロセスであることが確認できた【図 10・左】。マクロピノサイトーシスは、HOPS のみ

の存在下（VPS8+3 dKO 細胞）や Hybrid-Bのみの存在下（VPS41+3 dKO 細胞）では停止しており、

HOPS と Hybrid-B両方の存在

下（VPS3 KO 細胞）で駆動され

ていた【図 10・右】。ただし、

HOPS と Hybrid-B両方が存在

する状況においても完全野生

型に比べるとマクロピノサイトー

シスによる分解能力は低下し

ており、そこに CORVET や

Hybrid-A の寄与が示唆され

る。HOPS と Hybrid-A 両方の

存在下（VPS8 KO 細胞）でも駆

動されるが、Hybrid-B に比べ

て Hybrid-A の寄与は小さいと

考えられる。 

  このように受容体介在性エンドサイトーシスとマクロピノサイトーシスは異なった小胞輸送複合体

で制御されることが明らかになった。しかし、教科書的なエンドサイトーシス経路によると、様々な様

式で積荷が細胞内へ取り込まれた後一旦合流し、その後リソソームや形質膜などの目的地へ向けて

ソートされるため、我々のモデルは説明がつかない。そこで、受容体介在性エンドサイトーシスで取り

込まれた積荷とマクロピノサイトーシスで取り込まれた積荷が一体合流するのかどうかを確認するた

め、蛍光ラベルした EGF（受容体介在性エンドサイトーシスの積荷）と、異なる蛍光色素でラベルした

デキストラン（マクロピノサイトーシスの積荷）を同時に細胞へ取り込ませ追跡した。この実験において

は、リソソームへ到達する途中の経路の合流を観察するため、HOPS を欠損した細胞（VPS41 KO、

VPS39 KO、VPS41+39 dKO）を使用した。 

【図 10】 VPS KO（dKO 含む）細胞におけるエンドサイトーシス 

 左：EGFR を指標としたレセプター介在性エンドサイトーシス 
 右：蛍光標識した BSA を指標としたマクロピノサイトーシス 



  

  野生型細胞では 1 時間後に EGF とデキストランが同じ場所に存在し、リソソームのマーカーとも

一致した。つまり、双方の積荷共に細胞内に取り込まれリソソームまでエンドサイトーシスされたと考

えられる。HOPS を欠損する細胞ではいずれも、EGFとデキストランの共局在率は野生型に比べて低

く、またリソソームとのマーカーとも一致していなかった【図 11】。このことから、後期エンドソームとリソ

ソームの融合を止めた細胞において、通常であればリソソームまで到達するべき十分な時間を観察

しても、受容体介在性エンドサイトーシスとマクロピノサイトーシスの積荷は合流しないことが示され、

細胞内に取り込まれると早期に合流する教科書的なモデルとは異なることが示唆された。 

 

 

  マクロピノサイトーシス経路の制御におけるHOPS とHybrid-Bの寄与を明確にするため、ｄKO 細

胞を用いタイムコースで積荷のリソソームへの到達を追跡した。HOPS のみ存在（VPS8+3 dKO）、

HOPS と Hybrid-A が存在する場合（VPS8 KO）においても、時間経過と共に積荷はリソソームへ到

達するが、野生型に比べてリソソームへの到達は遅延する。一方で、HOPS と Hybrid-Bが存在すれ

ば（VPS3 KO）、野生型と同等に積荷がリソソームへ輸送されることが判った【次ページ 図 12・左】。

HOPS が存在しない系においては、積荷はリソソームへ到達することができない【次ページ 図 12・

右】。これによりマクロピノサイトーシス経路における Hybrid-B の働きが明確となった。酵母における

Hybrid型の小胞輸送複合体は単なる HOPS と CORVETの中間体という位置づけである 11が、今回

【図 11】 レセプター介在性エンドサイトーシスとマクロピノサイトーシスの積荷の合流 



  

哺乳類細胞において明確に Hybrid の機能を示したことは重要な発見である【図 13】。 

 

 

 

 

 

 

【図 12】 小胞輸送複合体の有無と、ピノサイトーシスの積荷のリソソームへの輸送（タイムコース） 

【図 13】 まとめの図 

 新規に同定した Hybrid 型の
小胞輸送複合体が、レセプタ
ー介在性エンドサイトーシスと
は独立してピノサイトーシス経
路を制御する。 



  

7．おわりに 

  今回、MPSPS や VPS33A 分子に関連した基礎研究、臨床研究、トランスレーショナル研究を幅広

く展開した。エンドサイトーシスの様式とその制御に関する新しい知見は生物の普遍的なメカニズム

である小胞輸送において重要な意義を有する。また現在進行中の研究においても有望な結果が得

られており、今後重要な成果が当該領域にもたらされることが期待される。 
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細胞外微粒子による炎症応答を抑える高活性化合物の機能解明と間質性肺炎治療への応用 

大阪大学 大学院薬学研究科

生体応答制御学分野

武村直紀

１．はじめに 

 間質性肺炎は様々な環境的要因や遺伝的要因によって肺に炎症が起こり、肺胞壁の損傷が

繰り返されると、肺胞壁の線維化が進んで固く厚くなり、ガス交換がうまくできなくなる病

気である。中でも、原因を特定できない場合の間質性肺炎（特発性間質性肺炎）は国から難

病指定されており、多くの場合に高度の肺線維症や肺癌、ときにその併発状態へと進行する。

間質性肺炎を引き起こす環境的要因の１つとして、空気中を漂う数µm 以下の微粒子が知ら

れており、例として PM2.5 や黄砂などの大気汚染物質、またシリカ、アスベスト、酸化チタ

ンなどの工業用マテリアルが挙げられる。これらは肉眼でほとんど捉えられない大きさであ

るため、意図しても避けることが難しく、さらに肺に吸入されるとなかなか除去されずに沈

着するという、非常に危険な性質を持つ。近代化を背景にこれら吸入性微粒子への暴露は確

実に増えており、見えない原因として微粒子が特質性間質性肺炎の発症や増悪に加担してい

る可能性がある。

上記のような微粒子は、細胞を外から刺激して免疫機構を活性化し、炎症応答を誘発する

という共通の性質を持っている。免疫は異物を認識して排除する重要な防御機構であり、自

然免疫と獲得免疫に大別される。そのうち、自然免疫の役割は、病原体の侵入を感知してサ

イトカイン、インターフェロン、ケモカインなどの炎症誘発物質の産生を誘導し、速やかに

病原体を攻撃・排除することである。一方で、自然免疫は非感染性の刺激に対して過度の炎

症応答を惹起し、我々の体を傷つける場合があり、このような現象を「自然炎症」という 1)。

微粒子を原因とする諸疾患の予防・治療のためには、微粒子が誘導する自然炎症の全体像を

把握し、害をなす応答を適切に制御することが重要である。

微粒子は炎症誘発物質の放出を伴う細胞死であるパイロトーシスを誘導することで、自然

炎症を引き起こすことが知られている 1)。体内に侵入した微粒子をマクロファージなどの免

疫細胞が貪食し、ファゴリソソーム内で消化しようとするが、その際に微粒子の持つ鋭利な

結晶構造や特殊な表面性状によってファゴリソソーム膜が損傷し、機能不全を起こしてしま

う （図 1 左）。すると、その異常を捉えた自然免疫受容体 NLRP3 が活性化し、アダプター分

子である ASC、プロテアーゼである Caspase-1 と共にインフラマソームと呼ばれるタンパク

質複合体を形成する。インフラマソームの形成に伴い活性化した Caspase-1 は、細胞内に前

駆体として存在する炎症性サイトカイン IL-1βや IL-18 を切断して活性化型への成熟化を促
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す。さらに、Caspase-1
は Gasdermin D を切

断して活性化し、細胞

膜に小孔を形成させ

る。これにより細胞膜

の透過性が高まり、IL-
1βや IL-18 の放出が促

される一方で、小孔か

ら細胞外液が流入して

細胞が膨潤し、ひいて

は細胞膜が破裂して死

に至る。間質性肺炎を

含め、微粒子を起因とする諸疾患に当該機構が関与することが明らかとなっており、関連分

子を標的とする薬剤の開発が進められてきた。しかし近年では、微粒子は NLRP3 インフラ

マソーム非依存的な分子機構も同時に刺激して細胞死シグナルを刺激し、IL-1βと同じ受容体

に作用する IL-1αをはじめとする様々な分子の放出を誘導していることが明らかとなってき

ている。実際に我々がマウスのマクロファージを黄砂や PM2.5 の主成分であるシリカの微粒

子で刺激し、細胞外に放出されたタンパク質を質量分析によって網羅的に解析したところ、

刺激に応じて変動する 2000 種類以上ものタンパク質のうち、NLRP3 インフラマソームに依

存して放出されているのは僅か 1 割程度でしかないことが分かっている（図 1 右）。すなわ

ち、NLRP3 インフラマソームを標的とするだけでは、微粒子が誘導するパイロトーシスを起

因とする炎症応答を十分に抑えられないことが予想される。 

我々は、NLRP3 インフラマソーム依存的・非依存的な炎症応答の双方を阻害する薬剤こそ、

微粒子を要因とする炎症性疾患の予防・治療に真に役立てられると考え、研究を推進してい

る。そのような目的に適う化合物を探索したところ、天然化合物である Oridonin と既存の医

薬品である Dasatinib がヒットした 2,3)。そこで本研究では、それぞれの作用機序の解明、さ

らに間質性肺炎に対する抑制効果の評価を試みた。 

２－１．候補化合物としての Oridonin の同定 

マウスのマクロファージを微粒子で刺激すると、細胞死するとともに、NLRP3 インフラマ

ソーム依存的に IL-1βを、さらに NLRP3 インフラマソーム非依存的に IL-1αを放出する。こ

れらの反応をすべからく抑える化合物を得ることを目的として、我々は市販の天然化合物ラ

イブラリー中の各化合物でマウスの腹腔マクロファージを処理したのちに、シリカ粒子で刺

激し、培養上清中に放出された IL-1αと IL-1β、ならびに生存率を測定した（図 2）。探索の

結果、IL-1α、IL-1βの放出や、生存率の低下を強く抑える化合物として Oridonin を得た。
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Oridonin は、わが国で古来よ

り民間薬として消化不良や食

欲不振、腹痛などに使用され

てきた延命草という植物の有

効成分として知られている 4)。

Oridoninはマウス骨髄由来マ

クロファージおよびヒト単球

系細胞株THP-1細胞をシリカ

粒子で刺激した場合でも、同

様の抑制効果を示した。さら

に黄砂や、痛風や動脈硬化の要因となっていることが知られている尿酸塩結晶やコレステロ

ール結晶でマウス腹腔マクロファージを刺激した場合においても、Oridonin は同様の抑制効

果を示した。一方で、NLRP3 と同様にインフラソームを形成する自然免疫受容体である

NLRC4 や AIM2 のリガンドであるフラジェリン（細菌の鞭毛を構成するタンパク質）や 2
本鎖 DNA で刺激した場合に誘導される細胞死や IL-1αと IL-1βの放出に対しては、Oridonin
は影響しなかった。以上の結果から、Oridonin は細胞の由来となる生物種や、微粒子の成分・

形状を問わず、インフラマソームを介さない作用で、微粒子により誘導される細胞死とそれ

に伴う IL-1αと IL-1βの放出を抑えることが分かった。 
 

２－２．Oridonin の作用機序の解析 

Oridonin が NLRP3 に直接作用して活性化を阻害することについて既に報告はあったもの

の 5)、当該作用機序だけでは IL-1αの放出や細胞死の誘導を抑えることは説明できない。そこ

で、Oridonin は微粒子に接触した細胞において特有に起きるイベントのうちで、NLRP3 の

活性化よりも上流に作用すると予想し、はじめに貪食作用を抑えている可能性を検討した。

蛍光標識したシリカ粒子をマウス骨髄由来マクロファージに貪食させ、細胞内に取り込まれ

た粒子の数を蛍光顕微鏡観察により計数した。Oridonin で処理した細胞では、未処理の場合

と変わらない数のシリカ粒子

の取り込みが観察されたた

め、Oridonin は貪食作用には

影響しないことが分かった。 

次に、微粒子によるファゴ

リソソームの損傷に対する影

響を評価するために、損傷し

たリソソーム膜のマーカーと
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して知られている Galectin-
3 を免疫染色して顕微鏡観

察した （図 3）。結果として、

貪食したシリカ粒子の周囲

には Galectin-3 が集積する

一方で、Oridonin 処理でそ

の集積が抑えられることが

分かった。リソソーム膜の

損傷を評価する別の手段と

して、蛍光色素LysoTracker 
Deep Redでマウス腹腔マク

ロファージを染色し、リソ

ソーム膜の損傷に伴うリソソーム内 pH の上昇（＝蛍光強度が下がる）をフローサイトメト

リーで検出した（図 4）。その結果、Oridonin で処理した場合では、シリカ粒子による

LysoTracker Deep Red の蛍光強度の低下が抑えられたことから、シリカ粒子による刺激で

機能不全を起こしているファゴリソソームを内包する細胞の数が著減していることが分かっ

た。以上の結果から、Oridonin は微粒子を取り込んだファゴリソソームで起きる膜損傷を抑

え、下流で起きる応答を包括的に防いでいると考えられた。 

過去の報告により、Oridonin は C16-C17 位の二重結合を介して特定の分子に結合するこ

とが知られている 5)。そこで同箇所を還元した Oridonin 誘導体（R-Oridonin）を合成した

（図 5）。R-Oridonin は Oridonin と比較して、シリ

カ粒子で刺激したマウス腹腔マクロファージにおい

て、IL-1αと IL-1βの放出および LysoTracker Deep 
Red の蛍光強度の低下を抑える活性が著減した。以

上の結果から、微粒子によるファゴリソソーム膜の

損傷を抑える Oridonin の作用にも C16-C17 位の二

重結合が関与していることが分かった。 

Oridonin とその類似体を用いて構造活性相関を調べたところ、上記のような Oridonin の

作用について、C1 位の水酸基は関与しないことが分かった。同箇所をビオチン化した

Oridonin と R-Oridonin を作製し、これらを用いたプルダウンアッセイによって回収したマ

ウス腹腔マクロファージ由来のタンパク質を質量分析した。現在は、これによって得られた

結果をもとに、Oridonin に結合し、一方で R-Oridonin には結合しない分子のうちで、

Oridonin の作用に関わる分子の同定を進めている。 
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２－３．間質性肺炎に対する Oridonin の効果の評価 
シリカ粒子をマウスに経気管投与

することで誘発される急性肺傷害に

対する Oridonin の効果を調べた （図

6）。当該モデルでは、シリカ粒子が肺

の マ ク ロ フ ァ ー ジ を 刺 激 し て

NLRP3 依存的な IL-1βの放出と

NLRP3 非依存的な IL-1αの放出を誘

導し、後者の働きで肺に浸潤した好

中球が組織を傷害する 2)。シリカ粒子

のみを投与したマウスと比較して、

シリカ粒子とともに Oridonin を経気管投与したマウスでは、肺胞洗浄液中の IL-1αと IL-1β

の濃度、好中球の数、さらに組織傷害のマーカーであるアルブミンの濃度がいずれも有意に

抑制された。以上の結果から、Oridonin は微粒子に起因する間質性肺炎の急性期に起きる組

織傷害を抑えるために有効であることが分かった。 
 

３－１．候補化合物としての Dasatinib の同定 

延命草は古くから用いられている生薬であり、また Oridonin 自体も数々の研究で試験され

てきたことから、Oridonin の安全性は高いと考えられているものの、薬剤としてはまだ承認

されていない。そこで我々はドラッグリポジショニングを目的として、微粒子による炎症応

答を効果的に抑制する新たな化合物を探索した。この探索においては、インフラマソームの

構成分子である ASC の機能を欠いているマウスマクロファージ細胞株である RAW264.7 細

胞を用いた。FDA 承認薬を含めた薬剤化合物ライブラリーを大阪大学 大学院薬学研究科 創
薬サイエンス研究支援拠点から提供を受け、各化合物でマウスの RAW264.7 細胞を処理した

のちに、シリカ粒子で刺激した。培養上清中に放出された IL-1αを測定するととともに、蛍光

色素 DRAQ7 で染まる死細胞の割合を大阪大学 大学院薬学研究科 創薬サイエンス研究支援

拠点が保有する CellVoyager® CV8000 （横河電機）を用いたハイスループットイメージング

で解析した。シリカ粒子により誘導される IL-1αの放出と細胞死を 50%以上抑えることを水

準として候補化合物を定めたところ、興味深いことに Dasatinib や Bosutinib をはじめとす

る Src family kinases （SFKs）阻害剤が複数ヒットした （図 7）。SFKs は生存、分化、代謝

などの多様な生理機能の制御に関わることがよく知られている。ヒットした化合物はいずれ

についても、シリカ粒子でマウス骨髄由来マクロファージを刺激した場合に誘導される細胞

死と、それに伴う IL-1αや IL-1βの放出を強く抑えた。臨床で最もよく研究されているという

理由から 6)、我々は Dasatinib を対象に絞って以降の解析を進めた。Dasatinib は THP-1 を

シリカ粒子で刺激した場合でも、同様の抑制効果を示した。さらに黄砂や尿酸塩結晶でマウ
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ス骨髄由来マクロファージを刺激し

た場合においても、Dasatinib は同様

の抑制効果を示した。一方で、微粒子

と同様に NLRP3 インフラソームの

形成を誘導するアデノシン三リン酸

でマウス骨髄由来マクロファージを

刺激した場合に誘導される細胞死

と、それに伴う IL-1αや IL-1βの放出

に対しては、Dasatinib は影響しなか

った。以上の結果から、Dasatinib もまた、細胞の由来となる生物種や、微粒子の成分・形状

を問わず、インフラマソームを介さない作用で、微粒子によって誘導される細胞死とそれに

伴う IL-1αと IL-1βの放出と抑えることが分かった。 
 

３－２．Dasatinib の作用機序の解析 

Oridonin と同様に、Dasatinib についても微粒子による刺激で特有に起きるイベントに作

用していると予想した。SFKs は Fcγ受容体を介した抗原抗体複合体の貪食を制御するという

報告もある。そこで Dasatinib が微粒子の貪食に影響するかを評価したところ、Dasatinib で

処理したマウス骨髄由来マクロファージによる蛍光シリカ粒子の取り込みは未処理の場合と

比べて遜色ないことが分かった。 

次に、LysoTracker Deep Red
でマウス骨髄由来マクロファー

ジを染色し、リソソーム膜損傷

に伴うリソソーム内 pH の上昇

をフローサイトメトリーで検出

した （図 8）。その結果、Dasatinib
で処理した細胞では、シリカ粒

子によるLysoTracker Deep Redの蛍光強度の低下が抑えられた。以上の結果から、Dasatinib
もまた微粒子を取り込んだファゴリソソームで起きる機能不全を抑え、下流で起きる応答を

包括的に防いでいると考えられた。 

これまでに、SFKs の一つである c-Src の恒常的活性型 （c-SrcY527F）を形質導入したマウス

胎児線維芽細胞では、リソソーム膜の透過性が増すことが報告されている 7)。また、c-Src を

阻害すると Mycobacterium tuberculosis が誘導するリソソームの不安定化が抑えられると

いう報告もある 8)。したがって、Dasatinib が標的とする SFKs もまた、微粒子が誘導するフ

ァゴリソソーム膜の不安定化を促進している可能性がある。我々は、微粒子を貪食した直後
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に形成される貪食膜の周囲にリン酸化された（活性化型）SFKs が集積し、初期ファゴソーム

になった後も維持されていることを観察している 3)。SFKs は初期ファゴソームに存在する、

リソソーム由来のセラミド産生酵素である酸性スフィンゴミエリナーゼを活性化することが

報告されている 9)。活性化した酸性スフィンゴミエリナーゼはスフィンゴミエリンをセラミ

ドに変換し、その後にセラミダーゼがセラミドをスフィンゴシンに変換する。スフィンゴシ

ンの蓄積は膜の透過性を高める。興味深いことに、酸性スフィンゴミエリナーゼの阻害剤も

シリカ粒子が誘導する細胞死を阻害することが報告されている 10,11)。今後、Dasatinib が標

的とする SFKs の下流において、酸性スフィンゴミエリナーゼが微粒子を内包したファゴリ

ソソームの膜不安定化を誘導している可能性について検討する必要がある。 

３－３．間質性肺炎に対する Dasatinib の効果の評価 
シリカ粒子で誘導する急性肺傷害に対する Dasatinib の効果を調べた。シリカ粒子のみを

投与したマウスと比較して、シ

リカ粒子とともに Dasatinib を

経口投与したマウスでは、肺胞

洗浄液中の IL-1αの濃度、好中

球の数、アルブミンの濃度がい

ずれも有意に抑制された（図

9）。以上の結果から、微粒子に

起因する間質性肺炎の急性期に

おける組織傷害を抑えるために

Dasatinib が有効であることが

分かった。 
 

４．おわりに 

 本研究を通じて、微粒子により誘導されるファゴリソソームの機能不全を抑える Oridonin
や Dasatinib のような化合物は、微粒子を要因とする炎症性疾患に対する薬物療法の開発に

おいて有用であると考えられた （図 10）。間質性肺炎に対する Oridonin と Dasatinib の利用

手段として、とりわけ微粒子を吸入して急性に起きる肺傷害に対する応急処置に有用であろ

うと考えられる。また、前述のように、間質性肺炎は病態が慢性化して肺線維症や肺癌に発

展する場合がある。微粒子に起因する肺線維症に対して、惜しむらくも我々以外のグループ

からの研究ではあるが、Oridonin や Dasatinib が有効であることが報告されている 12,13)。一

方で、微粒子に起因する肺癌に対する両者の効果に関する報告はまだ無い。IL-1α は肺癌の

病態形成に関与する可能性があると考えられている。また、好中球については、シリカ粒子

により誘導される肺癌の進行を促すことが報告されている 14)。 Dasatinib は現在のところ慢
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性骨髄性白血病の治療に使用されているが、Dasatinib の適応拡大を図る上で、微粒子を要因

とする間質性肺炎に伴う肺癌は対象疾患の候補になるだろう。また、微粒子を起因とする炎

症性疾患は、間質性肺炎以外にも痛風、動脈硬化、アルツハイマー病などの様々なものが挙

げられ、Oridonin や Dasatinib のような化合物はこれらの予防・治療にも有効であろうと期

待される。 

現在、我々は微粒子により誘導されるパイロトーシスによって放出される分子のうち、IL-
1α以外のある分子の解析を進めており、当該分子は好中球ではなく好酸球を肺に遊走させる

ことが分かっている。すなわち、微粒子によって誘導されるパイロトーシスを介して肺で起

きる炎症応答は、実は分子や細胞によって細分化できるという新たな知見が得られつつある。

今後も微粒子が誘導する炎症誘導機構について理解を深め、有効な薬剤療法の開発に貢献し

ていきたい。 
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