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研究成果の概要（和文）：一酸化窒素（NO）はUPRのセンサー分子であるIRE1αをS-ニトロシル化して不活性す
る．NOによる阻害は細胞を脆弱にすることをから，IRE1αのエンドヌクレアーゼ活性を阻害することなく，酸化
修飾のみを特異的に抑制する化合物はNO修飾に起因するUPR機能消失依存的な疾患に有効である可能性がある．
そこで，薬理学的にも新たなカテゴリーに属する分子特異的酸化修飾部位阻止薬を単離することにチャレンジ
し，候補リード化合物の作出に成功した．特異性を高めるために，２種の誘導体も作出し，その阻害効果を確認
した．これらは，NOによるUPR経路の遮断を濃度依存的に回復させることがわかった．

研究成果の概要（英文）：Nitric oxide (NO) regulates the enzymatic activity of IRE1α, a sensor 
molecule of UPR, through protein S-nitrosylation. Since NO resulted in apoptosis via inactivation of
 UPR, we consider a compound that specifically suppresses this oxidative modification without 
inhibiting endonuclease activity of IRE1α is effective. Certainly, there are many diseases 
dependent on UPR dysfunction such as Parkinson's disease or diabetes. Therefore, we attempted to 
isolate a specific oxidative modification inhibitor for the endoplasmic modification site. From in 
silico screening, we could isolate a candidate lead compound. In order to increase the 
pharmacological potency, two derivatives were also produced. We then confirmed their inhibitory 
effects that restored the blockage of the UPR pathway by NO in a concentration-dependent manner.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病や糖尿病の発症には小胞体ストレスが介在していることが明らかとなっている．一方で，一酸化
窒素はセンサータンパク質であるIRE1に結合することで，本来は抗細胞死に関わる経路を遮断することでより脆
弱にさせることを証明してきた．そこで，この経路を回復させるような化合物の作出は病態発症を軽減する可能
性があると考えた．スクリーニングから有力な候補化合物を単離することに成功した．これらは酵素活性を阻害
することなく，NOによる修飾のみを抑制することがわかった．今後，動物モデルに適用してその効力を検討する
ことで，新規作用メカニズムを有した治療薬開発に有益な情報をもたらすと推定される．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 様々なストレスや外的要因によって，小胞体のタンパク質成熟機構や品質管理機構が破綻する
と，小胞体内腔に変性タンパク質が蓄積する．この状態が小胞体ストレスであり，細胞の生存に
大きな影響を与える．このような危機的状況を回避するために，小胞体を起源とする特異的なシ
グナルである unfolded protein response (UPR)が活性化され，シャペロンやプロテアソームな
どが誘導される．一方，UPR の持続的な活性化は，CHOP 発現などを介して，パーキンソン病をは
じめとする神経変性疾患，糖尿病，関節リウマチなどの発症を惹起することが示唆されている．
しかしながら，小胞体ストレスを惹起する要因，とくに生体内物質・環境変化とその標的に関し
ては，ほとんど理解されていない．したがって，実験レベルではツニカマイシンなどの試薬（小
胞体ストレッサー）を添加して，その影響を検討しているものの，真の病態発症原因を追求する
には未だ多くの課題を残している．このことが，小胞体ストレスが介在する病態に対する効果的
な化合物・薬物を開発させることを遅らせている原因の一つでもある． 
  その中で，申請者は一酸化窒素（NO）が小胞体ストレスを惹起することを世界で初めて証明し，
その標的が新生タンパク質成熟機構に必須なタンパク質ジスルフィド異性化酵素（PDI）である
ことを特定した（Uehara et al., Nature 2006, Yao and Uehara et al., PNAS 2002, Science 
2005）．さらに，パーキンソン病やアルツハイマー病のヒト死後脳において，PDI の NO 酸化修飾
（S-ニトロシル化）体を認めた（Uehara et al., Nature 2006; Antioxid. Redox. Signal. 
2007）． PDI の酵素活性は S-ニトロシル化修飾によって著しく抑制され，変性タンパク質の蓄積
に引き続き，持続的な小胞体ストレスを惹起した．興味深いことに，NO は UPR のセンサー分子
として機能するIRE1αも同時にS-ニトロシル化して不活性することを証明した（Nakato et al., 
and Uehara. Sci. Rep. 2015）． 
 
２．研究の目的 
 IRE1α–XBP1経路はシャペロンなどの誘導を介して抗細胞死効果を発揮するが，NO によるこの
経路の遮断は細胞をより脆弱にすることが示唆された．したがって，IRE1αのエンドヌクレアー
ゼ活性を阻害することなく，酸化修飾のみを特異的に抑制する化合物は NO 修飾に起因する UPR
機能消失依存的な疾患に有効である可能性がある．そこで，薬理学的にも新たなカテゴリーに属
する分子特異的酸化修飾部位阻止薬を単離することにチャレンジし，その薬理学的特性，特にパ
ーキンソン病治療薬シーズを目指した抗細胞死効果について検証することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
 申請者は既に IRE1α中の NO 結合 Cys 残基(C931, C951)の特定に成功している（Nakato 
et al., Sci. Rep. 2015）．この修飾は IRE1αのエンドヌクレアーゼ（mRNA スプライシ
ング）活性を抑制することを見出している．この情報を基にして，NAMIKI 商事が保有す
る約 400 万種以上の化合物ライブライーを用いて in silico スクリーニングを展開し，
当該 Cys 近傍に結合する化合物の選定を初期的に済ませた．その中で，最終的に候補
に上がった 80 種の化合物に関して，1）S-ニトロシル化阻害能を検討する．同時に，IRE1
α酵素活性阻害作用が無いことを確認した．2）次に，誘導体を合成し，最適化を進め
る．これに関しては，本学有機合成講座：竹内靖雄教授にアドバイスを頂き，当研究室
の大学院生が担当した．3）候
補化合物に関して，NO だけで
なく，パーキンソン病様症状
を惹起する薬品（MPP+，ロテ
ノン，6-OHDA）による神経細
胞死に対する抑制効果を調
べた．4）誘導体に関しても，
同様に解析した．  
 
４．研究成果 
申請者は，NOはUPRのセンサー
分子として機能するIRE1αも同
時にS-ニトロシル化して不活性
することを証明した．IRE1α-
XBP1経路はシャペロンなどの誘
導を介して抗細胞死効果を発揮
するが，NOによるこの経路の遮
断は細胞をより脆弱にすること
が示唆された．したがって，



 

 

IRE1αのエンドヌクレアーゼ活性を阻害することなく，酸化修飾のみを特異的に抑制する化合
物はNO修飾に起因するUPR機能消失依存的な疾患に有効である可能性がある．そこで，薬理学的
にも新たなカテゴリーに属する分子特異的酸化修飾部位阻止薬を単離することにチャレンジ
し，その薬理学的特性，特にパーキンソン病治療薬シーズを目指した抗細胞死効果について検
証することを目的とした．約400万種の化合物ライブライーを用いてin silicoスクリーニング
を展開し，当該Cysならびに近傍に結合する候補化合物100種をピックアップした．これらに対
して，S-ニトロシル化阻害能とIRE1α酵素活性阻害作用を調べた．その結果，有力な１つの化
合物の特定に成功した（図１）．リード化合物は濃度依存的にIRE1αのS-ニトロシル化を抑制
することがわかった．さらには，ツニカマイシンなどによる小胞体ストレス活性化をNOは効果
的に抑制するが，この作用に対して有効であることを明らかにした（図２）．次に，他の分子

への影響（分子特異性）についても検討した．その結果，NOによって修飾されるPTENへの作用
を調べたところ，残念ながら，本化合物によって阻害されることがわかった．このことから，
本分子はその構造から，多くのタンパク質Cys残基と相互作用することが示唆された．そこで，
分子特異性を上げるために，さらに２次スクリーニングを行ったところ，新たに３つの候補化
合物の単離に成功した．これらはリード化合物よりも効力（阻害効果）が高く，非特異性も解
消されていた（図３および４）．現在，その詳細な薬理効果について検討を行っている． 

 



 

 

 
これまでに，このようなタンパク質特異的酸化（S-ニトロシル化）修飾阻止薬は発表されて
おらず，ここに示した知見は非常にオリジナリティの高いものであると考えている． 
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