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研究成果の概要（和文）：イトラコナゾールは、真菌のエルゴステロール合成を阻害する抗真菌剤として広く使
用されている。本研究では、イトラコナゾールの新しい生物活性として、ニーマンピック病C型の原因となる
NPC1変異体のフォールディング異常を修正する作用があることを明らかにした。またイトラコナゾールのNPC1変
異体のフォールディング異常を修正する作用に着目した構造活性相関研究を通して光親和性標識プローブ化し、
NPC1変異体に直接結合して変異体を安定化しているというメカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We revealed that itraconazole, a widely used antifungal that targets 
ergosterol synthesis in fungi, serves as a pharmacological chaperone for an NPC1 mutant responsible 
for Niemann-Pick type C disease. Employing photo-crosslinking approach, we demonstrated direct 
interaction of itraconazole and the NPC1 mutant, which leads to stabilization of the 
folding-defective, unstable NPC1 mutant.

研究分野： 医薬化学, ケミカルバイオロジー

キーワード： イトラコナゾール　オフターゲット　NPC1　ファーマコロジカルシャペロン　光親和性標識

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性難病の原因として、特定のタンパク質に変異が入り、そのタンパク質の三次元構造(フォールディング)に
異常をきたす場合があります。そのようなフォールディング異常タンパク質は、細胞により不良品として認識さ
れて分解されてしまいます。本研究では、そのようなフォールディング異常で起こりうる疾患の一つ、ニーマン
ピック病C型に関して、原因となるNPC1タンパク質変異体のフォールディング異常を修正する化合物の探索を行
い、既存薬の中からいくつかの候補化合物を見出し、その作用機序の解析を行いました。ただちに薬となる訳で
はありませんが、これらの化合物・知見は治療薬の開発に向けた研究の進展に寄与すると考えられます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 たとえ薬として使われているものであっても、低分子化合物の標的タンパク質選択性は必ず
しも高いものではなく、複数の標的タンパク質に結合することは多い。このようなマルチターゲ
ット性は、場合によっては望まない副作用の原因となることから、マルチターゲット性を下げる
ような修飾・改良が必要なこともあるが、他の標的タンパク質や他の用途へと適用範囲を拡張す
るという観点では有用な性質でもある。このような、既知の薬剤や生物活性化合物の新たな生物
活性に着目し、それを利用する試みは、ドラッグリポジショニングと呼ばれる手法である。 
 このような手法は、既知薬など既にヒトでの安全性が一定程度担保されている化合物を使用
することから、低コストで早く臨床応用につながりうるという利点がある。患者数の非常に少な
い希少疾病の治療薬開発においては、採算性の確保の難しさから新薬開発が困難な場合がある
が、ドラッグリポジショニングではそのような問題点を回避できることから、希少疾病の治療薬
探索において期待されている手法である。 
 申請者らの研究グループでは、タンパク質のフォールディング異常により起こる希少疾病の
治療薬候補の探索を行なっている。研究開始当時、ニーマンピック病 C 型と呼ばれる難病に関
して、その原因となる NPC1 タンパク質のフォールディング異常を修正する化合物(薬理学的シ
ャペロン)としてオキシステロール誘導体を見出していたが、新規化合物であり代謝安定性や安
全性が不明であるなど、治療薬としての開発は難しい状況であった [Ohgane et al. (2013) Chem. 
Biol.  20: 391; Ohgane et al. (2014) Bioorg. Med. Chem. Lett. 24: 3480; Fukuda et al. (2017) 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 27: 2781]。そのような背景から、申請者らはドラッグリポジショニ
ングの手法を取り入れ、既存薬の中からオキシステロール誘導体同様のシャペロン様作用を示
す化合物の探索に取り組み、抗真菌薬として知られるイトラコナゾールなどいくつかの化合物
を候補化合物として見出した。本来イトラコナゾールは、真菌のエルゴステロール合成を担う酵
素の阻害剤であり、NPC1 変異体に対するシャペロン様作用の作用機序は明らかとなっていな
かった。 
 
２．研究の目的 
 
上記のような背景から本研究では、イトラコナゾールの NPC1 変異体に対するシャペロン様作
用というオフターゲット作用(本来の標的以外の標的を介した作用)のメカニズムの解明を目指
し、イトラコナゾールのケミカルプローブ化およびそれを用いた作用機序の理解を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
下記のような流れで研究を進めた。 
 
(1) NPC1変異体に対してシャペロン作用を示す化合物として、既存薬のスクリーニングからは、
イトラコナゾールとその類縁体ポサコナゾール、キナーゼ阻害剤として知られるラパチニブ、強
心剤として知られるジゴキシンがヒットとして得られていた。まず最初に、これらの化合物が薬
理学的シャペロンであるオキシステロール誘導体と同様の作用機序を持つのか、NPC1 変異体に
対する作用の多面的な評価から検討を行った。 
 
(2) 上記(1)の検討から、ジゴキシンに関しては作用機序が推定できたが、イトラコナゾール・
ポサコナゾールとラパチニブに関しては、さらなる確認が必要となったことから、両系統の化合
物のケミカルプローブ化を目指した。その前段階として、これらの化合物のどの部位が生物活性
に影響を与えずに修飾可能か、構造活性相関を調べた。 
 
(3) 構造活性相関の結果に基づき、光親和性反応基と検出用官能基を複数の組み合わせで導入
した光親和性標識プローブ群をデザインし、それらの合成および NPC1 変異体に対する活性評価
を行った。 
 
(4) 得られたイトラコナゾールの光親和性標識プローブを用いることで、オキシステロール誘
導体と同様に、直接 NPC1 変異体に結合して作用するのか、つまり薬理学的シャペロンとして作
用しているのか、検証を行った。具体的には、NPC1 変異体を発現した細胞から膜画分を調製し、
プローブが光照射依存的に NPC1 変異体と共有結合を形成するか調べることで、直接的な相互作
用を評価した。 
 
４．研究成果 



 
(1) スクリーニングから得られた化合物の活性プロファイル 
 NPC1 変異体のフォールディング状態を改善する化合物のスクリーニングは、NPC1 変異体の細
胞内局在をイメージングにより取得し、その画像解析による定量により行っていた。このスクリ
ーニングは、NPC1 変異体に対する薬理学的シャペロンの探索を主目的として行っているもので
あるが、NPC1 変異体に直接結合してフォールディング状態を改善する薬理学的シャペロンのほ
か、フォールディング環境や細胞の品質管理機構側に作用する化合物もヒットとして得られる
可能性があった。 
 ヒットとして得られた化合物は、全て NPC1 変異体の局在をフォールディング異常を起こした
タンパク質に特徴的な小胞体(ER)局在から、NPC1 本来の局在であるライソゾーム・後期エンド
ソーム局在へと変化させた。また、イトラコナゾール、ポサコナゾールおよびラパチニブに関し
ては、以前に報告した薬理学的シャペロン mo56HC と同様に、NPC1 変異体の安定化されることも
フローサイトメトリーにより確認された。これらは薬理学的シャペロンとして作用する可能性
が高いと考えられたが、ジゴキシンに関してはむしろ NPC1 変異体を不安定化することが示唆さ
れた。細胞毒性の高さから詳細な検討は行わなかったが、他のフォールディング異常を起こした
膜タンパク質(Cystic fibrosis transmembrane conductor)において、小胞体カルシウム濃度を
変化させ、フォールディングの効率に影響を与えるとの報告があることから[Zhang et al. 
(2012) Front. Pharmacol. 3: 176]、NPC1 変異体に対しても同様の作用を示している可能性が
高いと考えられる。 
 

 
図 1: NPC1 変異体に対する薬理学的シャペロン (mo56HC)の構造と、スクリーニングから
得られたヒット化合物の構造 

 
 イトラコナゾール/ポサコナゾールとラパチニブに関しては、NPC1 変異体のユビキチン化状態
に対する作用や、変異体の native PAGE 上での振る舞いといった観点でも評価を行ったが、薬理
学的シャペロン mo56HC と同様の作用が観察され、薬理学的シャペロンとして作用する可能性が
濃厚と判断した。 
 
(2) イトラコナゾール・ラパチニブの NPC1 に対するシャペロン様作用の構造活性相関 
 イトラコナゾールおよびポサコナゾールは、図に示したように類似した構造要素を有してい
る。同系統の抗真菌薬であるアゾール系化合物を各種評価したところ、中央のジアリルピペラジ
ン構造など、特定の部位の必要性が明らかとなった。さらに誘導体の合成を行い、詳細に構造活
性相関を調べたところ、多くの誘導体では大きな活性の低下が見られたものの、変換が許容され
る部位、許容されない部位がある程度見えてきた。その情報を元に、次項の光親和性標識プロー
ブ化を進めることとした。 
 一方、ラパチニブに関しては、ラパチニブそのものの活性が弱いため、初期検討において数種
の誘導体を合成・活性評価したものの、全て活性は検出できなくなるという結果であり、光親和
性標識プローブ化の困難さが予想された。 
 
(3) イトラコナゾール・ラパチニブのプローブ化とシャペロン様活性の評価 
 構造活性相関情報に基づき、光親和性官能基の種類や導入位置等を変えた数種類のイトラコ
ナゾールプローブをデザインし、合成した。合成中間体のジアリルピペラジン構造の溶解性が非
常に悪いことや酸化的条件に弱いことが影響し、合成経路の変更を余儀なくされたが、図 2に示
す光親和性標識プローブの合成に成功した。また、ラパチニブに関しても、最低限の構造変換で
済むプローブをデザインし、光親和性標識プローブ化を行った。 
 合成したプローブのうち、ラパチニブ誘導体の lapaAZY は、活性が消失した。一方で、イトラ
コナゾール誘導体においては、最小限の構造変換に抑えたプローブ itraAZY が、元のイトラコナ
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ゾールに匹敵する活性を維持していることを見出した。光反応性基の異なる itraACT やビオチ
ンを導入したプルダウンプローブ itraBIO は活性が大幅に低下したものの、itraAZY を用いて以
降の解析を進めることとした。 

 
図 2: (左) イトラコナゾールおよびラパチニブを元にしたケミカルプローブの構造と
NPC1変異体に対するシャペロン様活性。(右) 光親和性標識プローブitraAZYによるNPC1
変異体との結合評価。 

 
(4) NPC1 変異体とイトラコナゾールの相互作用の検証 
 薬理学的シャペロンとして作用しているのであれば、NPC1 変異体に直接結合して作用するは
ずである。この点を上記の itraAZY を用いた光親和性標識法により検証した。FLAG タグで標識
した NPC1-GFP の I1061T 変異体を安定発現する細胞から膜画分を調製し、脂質膜中で itraAZY が
NPC1 変異体と結合するのか調べた。その結果、itraAZY は光照射依存的に NPC1 変異体と共有結
合を形成することが確認され、その結合は競合剤として薬理学的シャペロン mo56CFA あるいは
イトラコナゾールを共存させつことで減弱することが明らかとなった。この結果から、イトラコ
ナゾールが NPC1 変異体に直接結合することで作用することがわかった。また、ステロール型の
薬理学的シャペロンによっても競合がかかることから、NPC1 上の同じ部位あるいは近い結合部
位にこれらの化合物が結合していることが示唆された。以上より、イトラコナゾールについては、
NPC1 変異体に対して、薬理学的シャペロンとして作用していることが明らかとなった。ラパチ
ニブに関しては、直接の結合を確認できていないものの、作用プロファイルからは薬理学的シャ
ペロンとして作用する可能性が高いと考えられる。 
 
 ニーマンピック病 C 型の治療薬候補としては、NPC1 の機能が失われたことにより起こるコレ
ステロールの細胞内への蓄積を緩和できなければならない。以前報告した薬理学的シャペロン
mo56HC では、このような NPC1 機能の回復が確認できたものの、イトラコナゾールやラパチニブ
では機能的な回復が明確には見えないという結果が得られた。理由は明確ではないが、薬理学的
シャペロンとして作用する化合物の中でも、結合・解離の速度や結合部位の違いによる阻害作用
の強弱がある可能性が示唆される。治療薬候補とするには、イトラコナゾールやラパチニブをも
とにし、さらなる構造展開や改良が必要と考えられ、ドラッグリポジショニングの利点である
「臨床で使いやすさ」は活かすことができていない。直ちに使用することはできないものの、
NPC1 変異体に対する薬理学的シャペロンは、申請者らの見出した化合物群のみしかしられてい
ないことから、本研究で得られた化合物群は、今後の研究のリード化合物として有用であるとと
もに、光親和性標識プローブはイトラコナゾールのさらなるオフターゲット標的の解析に寄与
するものと考えている。 
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