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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患では、内因性変性タンパク質が凝集し神経細胞を傷害する。内因性変性
タンパク質は20Sプロテアソームにより分解されるが、20Sプロテアソームではタンパク質が内部の触媒部位へと
侵入するゲートが閉じられている。そこで本研究では、20Sプロテアソームのゲートの開口を促進することによ
り、変性タンパク質の分解を亢進させる低分子性プロテアソーム活性化剤を天然資源から探索した。そして、化
合物ライブラリーからsyrosingopineを見出すことに成功した。本化合物は、パーキンソン病の発症に関係する
α-synucleinの分解を促進させた。

研究成果の概要（英文）：In neurodegenerative diseases, intrinsically disordered proteins accumulate 
and aggregate in cells, leading to nerve cell disorders. Intrinsically disordered proteins are 
degraded by the 20S proteasome, but its gate leading to the catalytic sites is closed in the 
inactive form. The compounds that open the gate can promote the degradation of intrinsically 
disordered proteins and prevent their accumulation. Then, such compounds may be promising 
therapeutic drugs for neurodegenerative diseases. We screened the natural products in the Prestwick 
Library and found syrosingopine as the most potent activator of the 20S proteasome. Syrosingopine 
enhanced the degradation of α-synuclein, an intrinsically disordered protein. In addition, 
syrosingopine enabled the binding of a membrane-permeable fluorescent probe to the catalytic site of
 the 20S proteasome by opening the gate in HeLa cells.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 20S proteasome　神経変性疾患　天然資源

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本は高齢社会に突入し、神経変性疾患が大きな社会問題になっている。これら疾患では、加齢に伴いタンパク
質の凝集体が形成され神経細胞を傷害する。凝集体を形成するタンパク質は、生理的条件下で三次元構造をとれ
ない内因性変性タンパク質で、最近認可された抗体医薬が治療薬として期待されている。しかし、血液脳関門を
通過できる抗体医薬は血中濃度の0.1%と極微量であること、また、抗体医薬で脳からアミロイド斑を減少させて
も、認知機能の低下を止めることはできないため効果は限定的である。そこで、本研究では新しい機序の治療薬
の開発を目指し、20Sプロテアソームを活性化させることにより凝集体を分解させる天然物を探索した。

※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 
日本は高齢社会に突入し、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病などの神経変

性疾患が大きな社会問題になっている。これら疾患では、加齢に伴い特定のタンパク質の凝集体
が形成され神経細胞を傷害する。凝集体を形成するタンパク質は、生理的条件下で三次元構造を
とれない内因性変性タンパク質で、b-amyloid（アルツハイマー病）やa-synuclein（パーキンソ
ン病）などが知られている。そしてプロテオーム解析で、真核生物が有するタンパク質の 41%が
内因性変性タンパク質であることが明らかとされた 1。 
 
２．研究の目的 
ユビキチン−プロテアソームシステム（ubiquitin-proteasome system, UPS）は、細胞内において

三次元構造を有するタンパク質を選択的に分解する重要な役割を果たしている。UPS でタンパ
ク質を分解する 26S プロテアソーム（図 1A）は、20S プロテアソームの両端に 19S ユニットが
結合した構造をとる。三次元構造を有するタンパク質は、ポリユビキチン化後、19S ユニットの
作用によりユビキチンが除去されるとともに立体構造が崩され、20S プロテアソームの内部に入
り分解される。20S プロテアソーム単独では、両端に存在するゲートが閉じているので、内部に
タンパク質を侵入させることができないが、19S ユニットが結合することによりゲートが開き侵
入が可能となる。一方、内因性変性タンパク質（図 1B）は、20S プロテアソームに活性化因子
（proteasome activator, PA）が結合した複合体により分解される 2。このシステムでは、PA が 20S
プロテアソームのゲートを開く役割を果たしているが、ユビキチン化されることなく進行する
ので、ユビキチン非依存的プロテアソームシステム（ubiquitin-independent proteasome system, UIPS）
とよばれている。さらに、細胞内において 20S プロテアソームのゲートが常に開いた変異体の
存在が発見され、その変異体が内因性変性タンパク質を分解していると報告されていることは、
ゲートの開口がタンパク質分解に重要で
あることを強く支持している 3。 
興味深いことに、細胞内では老化に伴

い 26S プロテアソームに対する 20S プロ
テアソームの比率が増加し、UPS による
分解が低下している 4。そのため、低分子
性 PA の投与により 20S プロテアソーム
を活性化できれば、内因性変性タンパク
質の分解が促進され、神経変性疾患の予
防や治療につながると期待できる。しか
し、低分子性 PA に関する研究はほとんど
進んでいないのが現状である 5。そこで本
研究では、20S プロテアソームのゲートの
開口を促進する低分子性 PA を天然資源
から探索することを目的とする、神経変
性疾患治療戦略を立案した。 
 
３．研究の方法 
(1) 20S プロテアソーム活性化物質のスクリーニング 
 384 穴プレートに 50 mM Tris-HCl (pH 7.5, 10 µL) を分注し、化合物 (20 µM) とヒト 20S プロ
テアソーム (2 nM) を 37 度で 20 分間インキュベートした。そこに、50 mM Tris-HCl (pH 7.5, 10 
µL)に溶かした発蛍光性ペプチド Suc-LLVY-MCA (20 µM) を加え、37 度で 1時間反応させた。
そして、加水分解の結果として遊離したアミノメチルクマリンの蛍光強度から、20S プロテアソ
ームによる分解活性を測定した（励起波長 380 nm、蛍光波長 460 nm）。 
(2) Syrosingopine (1) と reserpine (2) による 20S プロテアソーム活性化作用 
 96 穴プレートに 50 mM Tris-HCl (pH 7.5, 50 µL) を分注し、化合物 1, 2 とヒト 20S プロテアソ
ーム (2 nM) を 37 度で 20 分間インキュベートした。そこに、50 mM Tris-HCl (pH 7.5, 50 µL) に
溶かした発蛍光性ペプチド (20 µM) を加え、37 度で 1時間反応させた。そして、加水分解の結
果として遊離したアミノメチルクマリンの蛍光強度から、20S プロテアソームによる分解活性を
測定した。発蛍光性ペプチドとして、Suc-LLVY-MCA (キモトリプシン様活性)、Z-LLE-AMC (カ
スパーゼ様活性)、Boc-LRR-AMC (トリプシン様活性) を用いた。26S プロテアソーム活性化作用
を測定する際には、バッファーに 5 mM MgCl2および 2.5 mM ATP を添加して用いた。 
(3) Syrosingopine (1) によるa-synuclein の分解 
化合物 1 と 20S プロテアソーム (17 nM) を 22.5 µL のバッファー (20 mM HEPES, 2 mM EDTA, 

1 mM EGTA, pH 7.4) に溶かし、37 度で 20 分間インキュベートした。そして、2.5 µL のa-synuclein
溶液 (5 µM) を添加し、37 度で 4 時間反応させた。反応を停止させた後、ウエスタンブロット
によりa-シヌクレインを検出した。 

(A) 26Sプロテアソームによる三次元構造を有するタンパク質の分解

内因性変性タンパク質
(B) 20Sプロテアソームによる内因性変性タンパク質の分解
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図 1. (A) 26Sプロテアソームによる三次元構造を有するタンパク質の
分解. (B) 20S プロテアソームによる内因性変性タンパク質の分解.  



(4) 蛍光プローブを用いた細胞内プロテアソーム活性化試験 
 HeLa 細胞は、DMEM培地 (10% FBS, 100 U/mL penicillin, 10 μg/mL streptomycin) を用いて培養
した。96 穴プレートに HeLa 細胞を播種し (100,000 cells/mL, 0.1 mL)、37 度で 20時間培養した
後、化合物 1を添加して 20時間培養した。蛍光プローブMe4BodipyFL-Ahx3Leu3VS の DMSO溶
液 (250 nM) を添加し、2時間反応させた後、PBS で 2回洗浄後、トリプシン処理により細胞を
回収した。回収した細胞を 500 g で 3 分間遠心し PBS で洗浄した。細胞を 1% フォルムアルデ
ヒドで固定した後、PBST で洗浄し、フローサイトメーターで 2000 細胞分の蛍光強度を測定し
た（励起波長 488 nm、蛍光波長 533 nm）。 
 
４．研究成果 
(1) Prestwickライブラリーを用いた 20S プロテアソーム活性化物質のスクリーニング 
 Prestwickライブラリーに含まれる 320種類の化合物（10 µM）について、20S プロテアソーム
活性化作用があるかどうかを、キモトリプシン様活性を指標にスクリーニングした。その結果、
chlorpromazine（CPZ , 20 µM）よりも強く活性化させる化合物が 12 種類得られた（図 2）。そ
の中に yohinbin 型アルカロイドが 2 種類 (1, 2)、エルゴットアルカロイドが 5 種類 (3–7) 含
まれていた（図 3）。最も活性が強かったのが yohinbin 型アルカロイドの syrosingopine (1) で、
reserpine (2) も強い活性を示した。Prestwickライブラリーには、他に 7種類の yohinbin 型アル
カロイド 8–14 が含まれていたが、それらは CPZ よりも活性が弱かった（図 4）。構造-活性相
関から、没食子酸誘導体の存在が活性を増強させ、さらにエトキシカルボニル基が結合すると活
性がより増強されると考えられた。 

 
(2) 化合物 1 と 2 による 20S および 26S プロテアソームのキモトリプシン様活性に対する作用 
 化合物 1 と 2 により 20S プロテアソームの活性が増強されるかどうかを調べるため、それぞ
れキモトリプシン様活性、カスパーゼ様活性、トリプシン様活性について速度論的に解析した
（図 5A）。その結果、1 と 2 は 3種類の触媒活性に対して濃度依存的に活性を増強させ、1 は 8.0
〜9.8倍、2 は 4.8〜7.0倍活性を増強させた。そして、エトキシカルボニル基を有する 1 は、2 に
比較して増強の程度は大きかった。さらに、1 と 2 を用いて 26S プロテアソームのキモトリプシ
ン様活性に対する増強作用を調べたところ、いずれの化合物も活性を増強させないことがわか
った（図 5B）。この結果から、1 と 2 が示す増強作用は、プロテアソームによる触媒作用に対す
る増強ではなく、20S プロテアソームのゲートを開かせることにより活性を増強させていると考
えられた。 
(3) 化合物 1 によるa-synuclein の分解 
 化合物 1 により 20S プロテアソームの活性が増強されることにより、パーキンソン病の関連
タンパク質であるa-synuclein の分解が促進されるかを調べたところ、1 (10 µM) を添加すること
により、DMSO と比較してa-synuclein量が減少した（図 6）。この結果は、1 が 20S プロテアソ
ームを活性化させ、a-synuclein の分解を亢進させたことを示唆している。 
(4) 蛍光プローブを用いた細胞内プロテアソーム活性化試験 
以上の研究から、化合物 1 は酵素試験において 20S プロテアソームの作用を強く活性化させ

ることが分かった。そこで、細胞を用いた実験において 1 がプロテアソームを活性化させるか
を、細胞膜透過性の蛍光プローブMe4BodipyFL-Ahx3Leu3VS を用いて評価した（図 7A）。その結
果、細胞を 1 で処理することにより蛍光強度が約 3倍になったので（図 7B）、1 は細胞内におい
ても 20S プロテアソームのゲートを開かせることにより、活性を増強させると考えられた 6。 
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図 2. Prestwick ライブラリーを用いた 20S プロテアソーム活性化物質のスクリーニング結果. *Yohimbine 型アルカロイド. 
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図 3. 20S プロテアソーム活性化物質 (1-7, 15-19) および yohinbin型アルカロイド (8-14) の構造. 
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図 4. Yohinbin型アルカロイドによる 20Sプロテアソームの活性化. CPZ: chlorpromazine. 

図 5. (A) 化合物 1 と 2による 20Sプロテアソーム活性化. (B) 化合物 1 と 2による 20Sおよび 26Sプロテアソームのキモ
トリプシン様活性の増強. 
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図 6. 化合物 1 と 2により 20Sプロテアソームが活性化されa-synucleinの分解が増強された. 
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図 7. (A) 蛍光プローブは、プロテアソーム活性化物質の結合によりゲートが開くとプロテアソームの内部に入ることができる. 
(B) 化合物 1 (10 µM)、CPZ (10 µM)、MG132 (1 µM) の存在下、20S プロテアソームの内部に入った蛍光プローブの蛍光強度. 
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