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研究成果の概要（和文）：本研究は、標的タンパク質に含まれるシステインのチオール基に作用する化合物を用
いて、生体内分子置換反応をひき起こすことにより、標的タンパク質の機能を制御する戦略を確立し、炎症シグ
ナリングを抑制することを目的とする。
　ケモカイン受容体に結合し、白血球の細胞遊走を制御する細胞内タンパク質FROUNT（フロント）を対象とし
て、その阻害剤の阻害メカニズムについて、核磁気共鳴法（NMR）と質量分析法を用いて解析を行った。また、
阻害剤を実験動物に投与し、機能的磁気共鳴イメージング法（fMRI）を用いて、脳機能への影響に基づいて、炎
症シグナリングの抑制効果を評価した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to suppress inflammation signaling pathways by 
establishing a strategy to regulate functions of target proteins using in vivo cysteine-mediated 
molecular replacement reactions.
  NMR and MS analyses were applied to the intracellular protein, FROUNT, which binds to chemokine 
receptors and regulates immune cell migration as the target protein in order to elucidate the 
inhibitory mechanism of thiol-containing compounds. Functional MRI analyses were also applied to 
animal models to elucidate the effects of the cysteine-targeting compounds on brain functions.

研究分野： protein NMR and preclinical MRI

キーワード： 生体内分子置換反応　システイン　炎症シグナリング　ＮＭＲ　ＭＲＩ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究グループは、以前、免疫細胞の遊走を制御するタンパク質フロントを同定した。また、フロントが、がん
を増悪化させること、および、嫌酒薬ジスルフィラムがフロントに結合して、抗がん作用を示すことを明らかに
してきた。
　本研究において、標的タンパク質のアミノ酸の一種（システイン）に作用する化合物を用いて生体内分子置換
反応をひき起こすことにより、機能を制御する戦略を提案した。これは、がんをはじめとする炎症性疾患の治療
薬を創出する新たな戦略である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
システインは、タンパク質を構成する 

２０種類のアミノ酸の１つであり、唯一、
反応性の高いチオール基（-SH）をもつこ
とが特徴である。酸化によるスルフェン（-
SOH）やスルフィン（-SOOH）、ニトロソ化（-
SNO）、グルタミン酸・システイン・グリシ
ンからなるトリペプチドであるグルタチ
オンが付加するグルタチオン化（-SSG）な
ど、生体内における様々なシステインの化
学修飾が、そのタンパク質の生理機能の調
節に重要な役割を果たしていることが明
らかになってきた（図１）。近年では、シ
ステインのチオール基（-SH）に過剰に硫
黄原子が付加した、より反応性の高いシス
テインパースルフィド（-S-(S)n-H）が生
成されることが確認され、その生理機能の
解明が注目されている。 
本研究グループは、近年、炎症シグナリングを担うケモ

カイン受容体とその細胞内制御因子フロントの相互作用
を阻害する抗炎症化合物ジスルフィラム（DSF）を見出し、
抗がん作用をもつことを明らかにした（Nature Commun., 
2020）（図２）。また、核磁気共鳴法（NMR）を用いて、フ
ロント上のケモカイン受容体結合ドメイン CRBD
（Chemokine Receptor-Binding Domain）（図２）の立体
構造を明らかにした(未発表)。さらに、NMR と質量分析法
を用いた in vitro の解析において、CRBD に含まれるシス
テイン残基に、DSF が共有結合にて結合することにより、
フロント―ケモカイン受容体相互作用を阻害することを
明らかにした(未発表)。 
これらの一連の結果より、システインに作用する化合

物を用いて生体内分子置換反応をひき起こすことで、フ
ロントをはじめとする標的タンパク質の局在や立体構造
を変化させ、細胞内シグナリングを制御できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、標的タンパク質に含まれるシステインのチオール基に作用する化合物を用いて、生

体内分子置換反応をひき起こすことにより、標的タンパク質の機能を制御する戦略を確立し、炎
症シグナリングを抑制することを目的とした。 
  
３．研究の方法 
 
フロントタンパク質 CRBD を対象として、その阻害剤である DSF、および、反応性・特異性を

指標として改変した化合物について、NMR と質量分析法を用いて in vitro の解析を行った。な
お、DSF は、アルデヒド脱水素酵素（ALDH）を阻害する嫌酒薬として上市されており、本酵素や
フロントを含む複数のタンパク質を標的とする。そのため、フロントに特異性が高い改変体を優
先的に作製し、実験に用いた。蛍光エネルギー移動（FRET）を利用して、フロントとケモカイン
受容体 CCR2 の結合を観測する HTRF アッセイ系により、阻害活性を定量化した。NMR には、超高
感度極低温検出器（クライオプローブ）付属の 600 MHz AVANCE III 分光計（Bruker）、質量分析
には、ESI-Q-q-TOF（Bruker）を用いた。 
また、近年、哺乳細胞に安定同位体標識したタンパク質を導入し、その細胞をそのまま NMR 観

測することにより、細胞内環境（In-cell）におけるタンパク質の立体構造解析を行う In-cell 
NMR 技術が発展してきている。本手法をフロントタンパク質 CRBD に適用し、細胞内環境におい
て、フロントと阻害剤の結合を観測するための In-cell NMR 実験系を確立した。 
さらに、生体内（in vivo）において阻害剤の炎症シグナリング抑制効果を評価するため、実

験動物モデル（ラット）の脳機能への影響に基づいて、機能的磁気共鳴イメージング法（fMRI）
を用いて評価する in vivo fMRI 実験系を確立した。fMRI には、小動物用７T MRI と４チャネル
ラット脳用検出器（Bruker）を用いた。 

（図２） CCR2－フロントによる
炎症シグナリング 

（図１） システインを介して制御される 
炎症シグナリング 



４．研究成果 
 
大腸菌を用いて調製した 15N 安定同位体標識フロントタンパク質 CRBD を含む溶液に対して、

DSF、および、その改変化合物を滴定し、CRBD の 15N 核 NMR 信号の化学シフト変化を指標とし、
結合反応の有無、速度を評価した。その結果、得られた改変体は、結合反応速度が多少異なるも
のの、すべてが結合することが分かった。質量分析により、フロント上のシステインとジスルフ
ィド結合を介した複合体を形成していることが確認できた。化合物によって化学シフトおよび
信号強度の変化量が大きく異なることから、複合体形成による立体構造や安定性の変化の程度
を反映していることが示唆された。 
 
一方、正常な細胞内においては、還元的環境が保たれていることから、ジスルフィド結合が還

元され、複合体が解離することが想定される。したがって、複合体の安定性について、細胞内の
還元的環境の維持に関わる分子群と混合後、上記の NMR 実験系にて評価した。その結果、細胞内
因子によって、CRBD―阻害剤複合体の NMR スペクトルの変化が異なることが分かった。つまり、
複合体のスペクトルに影響を与えないケース、また、複合体とも、遊離した CRBD ともスペクト
ルが異なるケースが生じた。後者について質量分析にて確認した結果、阻害剤が細胞内因子と置
換して結合していることが分かった。この置換した状態においても、CRBD の CCR2 結合能が抑制
されているため、阻害剤は、フロントと直接結合したまま阻害するのに加えて、細胞内因子との
置換反応後も阻害したままという、二重の阻害メカニズムをもつことがうかがえた。なお、この
細胞内因子を直接 CRBD に加えても結合しないことは確認できている。 
 

 次に、実際の細胞内にあるフロントと阻害剤の結合状態を評価するため、15N 安定同位体標識
フロントタンパク質 CRBD を導入した HeLa 細胞を用いた In-cell NMR 実験系を確立した。導入
効率の観点から電気穿孔法を用いて導入を試みたが、当初、CRBD の溶解度が低いため、導入で
きたタンパク質の量が少なく、１２時間の積算を行っても NMR 信号を検出できなかった。そのた
め、溶解度低下の原因である CRBD 同士の会合界面の候補となるアミノ酸残基１５個を NMR によ
り同定し、それぞれ変異を導入することで、この中から、５倍以上の溶解度をもつ変異体を取得
できた。本変異体を用いて In-cell NMR 実験を実施した結果、細胞内に導入した CRBD 由来の NMR
信号の検出に初めて成功した。信号が広幅化しており、すべての信号が見えている状況ではない
ため、細胞膜等の細胞内因子との相互作用が示唆された。今後、実験系を最適化し、CRBD―阻害
剤複合体の結合状態を評価する。 
 
また、生体内において、阻害剤の炎症シグナリング抑制効果を評価するため、慢性疼痛モデル

ラットの脳機能への影響に基づいて評価する in vivo fMRI 実験系を確立した。慢性疼痛を発症
している生体の脊髄後角において、ケモカインの作用によってミクログリアが活性化されてい
ることから、フロント阻害剤による疼痛抑制効果が期待できる。生理食塩水の投与後に、左後肢
に痛み刺激を与えた際に、脳内の島皮質や体性感覚野などの痛み応答領域に、血流増大に基づく
活性化が見られた。一方、フロント阻害剤投与後には、これらの活性化が有意に抑制されること
が分かった。in vivo fMRI 実験系を用いて、阻害剤の炎症シグナリング抑制効果を評価するこ
とが可能となった。 
 

 以上より、原子・分子レベルから動物個体レベルまでの in vitro、In-cell、in vivo の各実
験系を確立し、標的タンパク質に含まれるシステインのチオール基に作用する化合物を評価す
る基盤を整えることができたと考える。今後、がんをはじめとする炎症性疾患の治療薬を創出す
る新たな戦略として最適化し、習熟させる。 
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