
東京工業大学・科学技術創成研究院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０８

基盤研究(B)（一般）

2018～2015

in silicoとin vitroの融合によるトリパノソーマ原虫治療薬探索

In silico, in vitro, X-ray crystallography, and integrated strategies for 
discovering spermidine synthase inhibitors for Chagas disease

８０３７１０５３研究者番号：

関嶋　政和（SEKIJIMA, MASAKAZU）

研究期間：

１５Ｈ０２７７６

年 月 日現在  元   ６ ２５

円    12,300,000

研究成果の概要（和文）：主に熱帯地域を中心にして、いわゆる顧みられない熱帯病（NTDs）と呼ばれる寄生
虫・細菌感染症が蔓延している。NTDｓの中でシャーガス病を引き起こす寄生原虫の治療薬候補を、in silicoと
in vitroの融合アプローチを取るスマート創薬により探索を行い、4化合物を得ることに成功した。また、X線結
晶構造解析に基づき、共結晶構造をProtein Data Bank (PDB)に登録をおこなった（5B1S）。そして、Fragment 
Molecular Orbital(FMO)法を用いてた解析により、量子化学的相互作用の重要性についても示した。

研究成果の概要（英文）：Chagas disease results from infection by Trypanosoma cruzi and is a 
neglected tropical disease (NTD). Although some treatment drugs are available, their use is 
associated with severe problems, including adverse effects and limited effectiveness during the 
chronic disease phase. To develop a novel anti-Chagas drug, we virtually screened 4.8 million small 
molecules against spermidine synthase (SpdSyn) as the target protein using our super computer “
TSUBAME2.5” and conducted in vitro enzyme assays to determine the half-maximal inhibitory 
concentration values. We identified four hit compounds that inhibit T. cruzi SpdSyn (TcSpdSyn) by in
 silico and in vitro screening. We also determined the TcSpdSyn-hit compound complex structure using
 X-ray crystallography, which shows that the hit compound binds to the putrescine-binding site and 
interacts with Asp171 through a salt bridge.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
WHOが焦点を当てているNTDsの17の疾患群は、世界で10億人以上が感染しているとされているが、未だ安価で安
全な治療薬を入手できない為に、人々の生命を脅かす健康問題に留まらず、経済活動の足かせ・貧困の原因とも
なっている。2015年に採択された持続可能な開発目標（SDGs）における目標3においてNTDsの根絶が掲げられて
おり、本研究はシャーガス病治療薬候補探索を行うことで直接的にSDGsへの貢献っているほか、疾病に関わる標
的遺伝子、標的蛋白質と薬化合物候補との相互作用様式、化合物のスクリーニングの実験結果等の公開など、
NTDsの根絶に向けての基礎データの開示も積極的に行った。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

主に熱帯地域を中心にして、いわゆる顧みられない熱帯病（NTDs, Neglected Tropical 
Diseases）と呼ばれる寄生虫・細菌感染症が蔓延している。WHO が焦点を当てている 17 の
疾患群において、世界で 10 億人以上が感染しているとされているが、未だ安価で安全な治
療薬を入手できない為に、人々の生命を脅かす健康問題に留まらず、経済活動の足かせ・
貧困の原因ともなっている。 
 NTDｓの中で、リーシュマニア症、シャーガス病、アフリカ睡眠病といった疾患を引き起
こす寄生原虫に関しては、Nifurtimox と Benznidazole が治療薬として知られるが、それ
ぞれ 40 年以上前に開発された薬であり、重篤な副作用が報告されているほか、慢性期に効
果が薄いなどの問題点が知られており（Van den Bossche, Nature, 1978）、新規の治療薬
の開発が待たれている。 
 研究協力者の北らは、アフリカ睡眠病と家畜のナガナ病に関して解糖系に依存したエネ
ルギー代謝を行っている血流型のブルーストリパノソーマに着目し、ミトコンドリア内膜
のシアン耐性末端酸化酵素 (トリパノソーマでは Trypanosome alternative oxidase：TAO) 
の経路が働いていることから、生存に重要な役割を果たしている TAO を特異的に阻害する
Ascofuranone を用いた治療効果について研究を行ってきた(Shiba et al., PNAS, 2013; 
Saimoto et al., J. Biochem.,2013)。しかし、TAO はブルーストリパノソーマにのみ保存
されている酵素であるため、クルーズトリパノソーマとリーシュマニアに対して有効な治
療薬の開発が必要とされている。本申請課題代表者の関嶋、研究分担者の秋山、平山、研
究協力者の北は、2013 年よりリーシュマニア症、シャーガス病、アフリカ睡眠病の３疾患
に対して一つの化合物で治療効果がある新規薬剤の開発を共同で進めてきた。秋山らは、
トリパノソーマ科寄生原虫 3種の配列、蛋白質の立体構造、哺乳類のオルソログとの配列
相同性、遺伝子ノックダウンの表現型等を収集したデータベース iNTRODB を開発（第 11
回産学官連携功労者賞厚生労働大臣表彰受賞）し、北らがデータベース中の全ゲノム 9078
遺伝子から 3疾患に対して一つの化合物で治療効果が狙える 4酵素を標的を選定した。 
 
２．研究の目的 

本申請課題「in silico と in vitro の融合によるトリパノソーマ原虫治療薬探索」では、
未だ治療満足度が低く、医薬品の貢献が求められるアンメットメディカルニーズの高い疾
患である、顧みられない熱帯病への貢献を目指す。具体的には、トリパノソーマ原虫が原
因となるリーシュマニア症、シャーガス病、アフリカ睡眠病に対して、まず、3 疾患に共
通な標的蛋白質を遺伝子ネットワーク解析を通じて同定する。得られた標的に対して in 
silico シミュレーション、in vitro による酵素アッセイ、抗寄生原虫活性・細胞毒性評価
と、X 線結晶構造解析を本課題内で実施すると共に、これらの実験結果を統合的に分析す
る創薬向けシステム基盤を開発する。 
 
３．研究の方法 
本研究は、平成 27 年度から 4 年間で行う。in silico と in vitro の融合アプローチの
基盤技術を確立し、平成 30 年度までに目的化合物を得ることを目指す。平成 27年度は(1)
トリパノソーマ原虫の遺伝子ネットワーク解析手法の構築と標的蛋白質の探索、(2)ドッキ
ングシミュレーション手法の改良、(3)抗寄生原虫活性、細胞毒性評価についてデータを蓄
積。平成 28年度以降は選抜した標的蛋白質に対して in silico のドッキングシミュレーシ
ョンを行い、in vitro の酵素アッセイ、X線結晶構造解析、抗寄生原虫活性・細胞毒性の
評価を行い、実験結果や記述子（パラメータ）を統合的に分析する創薬向けシステム基盤
を開発し、目的化合物獲得を目指す。 
 
４．研究成果 
現在 iNTRODB に収集されているトリパノソーマ科寄生原虫 3種の配列、蛋白質の立体構
造、哺乳類のオルソログとの配列相同性、遺伝子ノックダウンのデータを遺伝子ネットワ
ークにより結びつけた。ブルーストリパノソーマ、リーシュマニア、クルーズトリパノソ
ーマに関する遺伝子（それぞれ 8712, 19602, 9591）と、炭水化物代謝、エネルギー代謝、
脂質代謝、ヌクレオチド代謝、アミノ酸代謝、糖鎖生合成と代謝、補因子とビタミンの代
謝、テルペノイドとポリケタイドの代謝のパスウェイの関連をデータベース上で検索可能
にした。 
スーパーコンピュータ TSUBAME を用いて分子動力学シミュレーションを行うことで、熱
揺らぎを考慮したドッキングシミュレーション手法についてある程度の確立が出来た。
PDB(Protein Data Bank)に登録されているような rigid な構造に対するドッキングシミュ
レーションなどでは生体内での蛋白質の熱揺らぎを考慮することは難しいが、分子動力学
シミュレーションとドッキングシミュレーションなどを組み合わせることで、ある程度の
エントロピックな効果も取り込むことを可能にした。 
抗原虫活性・細胞毒性評価について、抗寄生原虫活性では、i)マウス由来のホスト細胞



と 1000 個のクルーズトリパノソーマのトリポマスチゴート（錐鞭毛型）を 4日間培養し、
ii)化合物を添加し、iii) 4 日後、AlamarBlue を添加し、蛍光強度でトリポマスチゴート
の減少度合について定量的評価法を確立し、アステラス製薬から提供されたインハウスの
化合物について実験を行った。 
熱揺らぎを考慮したドッキングシミュレーション
手法についてこれらを実際の寄生原虫に関わる蛋白
質に適用し、リガンドの獲得を行った。in silico
の基盤技術に関する検討では、分子動力学シミュレ
ーションの高速化および化合物のプレスクリーニン
グに関して成果を得た。また、さらに Fragment 
Molecular Orbital(FMO)法を組合わせることで、ド
ッキングシミュレーションでは十分に選別できない
量子化学的相互作用を考慮した化合物についても
preliminary な結果を得ることが出来た。特にシャ
ーガス病の原因となる Trypanosoma cruzi のポリア
ミン合成に関与するスペルミジン合成酵素のプトレ
シン結合部位を標的としたインシリコスクリーニン
グと酵素アッセイ、X 線結晶構造解析に基づき、共
結晶構造を Protein Data Bank (PDB)に登録をおこなった(5B1S, Crystal structure of 
Trypanosoma cruzi spermidine synthase in complex with 2-(2-fluorophenyl)ethanamine)。
また、トリパノソーマ原虫が原因となるリーシュマニア症、シャーガス病、アフリカ睡眠
病に対して一剤で効果的な薬の創出を進めており、2015 度までのシャーガス用の原因とな
るTrypanosoma cruziのセルアッセイの系に加えて2016年度はアフリカ睡眠病の原因とな
る T.b.gambiense のセルアッセイの系を構築出来た。 
スーパーコンピュータ「TSUBAME」で，創薬研究向けデータベース「iNTRODB」で発見し
たスペルミジン合成酵素の機能を阻害する化合物候補約 480 万化合物から 176 化合物を選
択，アッセイ試験を行い阻害活性を持つヒット化合物を 4個
2-(2-Fluorophenyl)ethanamine, 
2-[(4,6-dihydroxy-1,3,5-triazin-2-yl)a
mino]-4H-1,3-benzothiazin-4-one, 
2-(5-Ethoxy-1-ethyl-1H-indol-3-yl)etha
namine, 
4-(2-Aminoethyl)-1,2-benzenediol）発見
し，これらの化合物について IC50 を求める
際に用いた用量反応曲線についても公開を
行った．このことは，IT創薬と生化学実験
が連携する「スマート創薬」により，従来
の創薬手法の 20 倍以上のヒット率でヒッ
ト化合物を獲得したことになる．Fragment 
Molecular Orbital(FMO)法を用いて
Pharmacophore Modelling と標的蛋白質と
リガンド間の量子化学的相互作用の解析を
行った．ヒット化合物については化合物の
構造情報を開示した．
Fragment Molecular 
Orbital(FMO)法を組合わせる
ことで，ドッキングシミュレ
ーションでは十分に選別でき
ない量子化学的相互作用につ
いても考慮が可能であること
を確認すると共に FMO に基づ
く Pharmacophore についても
公開を行った．FMO 法により，
例えば spermidine synthase 
の Tyr237 が
2-(2-Fluorophenyl)ethanami
ne とπ-π interaction する
ことを示した．spermidine 
synthase については，
Trypanosoma cruzi (CL Brener strain)，T. brucei，Leishmania major，Homo sapiens
間のアラインメントを示した．さらに，機械学習を行う際にも重要となる外れの化合物 172
についても公開を行った． 
また、2017 年度までにアッセイ試験により阻害活性を持つヒット化合物



2-(2-Fluorophenyl)ethanamine,2-[(4,6-dihydroxy-1,3,5-triazin-2-yl)amino]-4H-1,3-
benzothiazin-4-one,2-(5-Ethoxy-1-ethyl-1H-indol-3-yl)ethanamine,4-(2-Aminoethyl)
-1,2-benzenediol）について，化合物をどのようにリードまで発展させていくかを検討し
た．これまでに，ある化合物を入力とした時に，ほしい物性（例えば脂溶性）をルールベ
ースで化合物を発展させていくシステムの構築を行った．シャーガス病の原因となる
Trypanosoma  cruzi のセルアッセイの系に加えて，引き続きアフリカ睡眠病の原因となる
T.b.gambiense のセルアッセイの系の構築及び、セルアッセイの系を用いての抗原虫活性
と細胞毒性の検証が可能となっており，化合物の物性を改善するシステムとアッセイ系を
組み合わせることで，ヒット化合物をどのようにリード化合物まで繋げていくことが重要
である． 
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