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研究成果の概要（和文）：セルピン蛋白質がポリマー化して認知症や肝硬変が発症するセルピン病の治療薬開発戦略は
、2008年を境に大きく変わり、ターゲット分子はNative型セルピンからFolding中間体に変わった。本研究では、病原
性ニューロセルピン変異体とオボアルブミンをモデル蛋白質とし、Refolding中間体の構造解析、ポリマー伸長機構の
解析、ポリマーのスワッピング領域の解析、X線結晶構造解析によるポリマー連結部分の相互作用の分析などで得たデ
ータを基に治療薬のシーズとなるポリマー化抑止剤を探索し、3つの薬剤候補を見出した。

研究成果の概要（英文）：The serpinopathies resulting from serpin polymerization include dementia and cirrh
osis. Since 2008, the target molecule for the development of the therapeutic agents has changed from the n
ative protein to folding intermediates. In this study, we found three seed compounds for a cure of serpino
pathies based on the data obtained by mapping of a refolding intermediate of neuroserpin, analysis of elon
gation and domain-swapping mechanisms of polymers of neuroserpin and ovalbumin, and a crystal structure of
 the cleaved form of the pathogenic mutant Ser49Pro of neuroserpin.
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１．研究開始当初の背景 
セルピン病は、セルピン蛋白質がポリマー

化して起こるコンフォメーション病の総称で
若年性認知症（ニューロセルピン）や肝硬変
（α1-アンチトリプシン）などが良く知られて
いる。2008 年まで、セルピンのポリマー化は
Native 型が構造転移して起こるというモデル
が多くの専門家に支持され、治療薬開発のタ
ーゲット分子は Native 型のセルピンであった。
しかし、「セルピンのポリマーは Folding 中間
体から形成される」という全く新しいポリマ
ー化機構が発表されて以降（Yamasaki et al., 
Nature, 2008）、治療薬開発のターゲット分子と
して、Folding 中間体の重要性が一気に高まっ
た。代表研究者は、セルピンの Folding 中間体
に相当する、Refolding 中間体の捕捉・大量調
製に世界で初めて成功しており（Takehara et 
al., J. Biol. Chem., 2010）、同中間体の構造解析
をいち早く行える状況にあった。 
 
２．研究の目的 
セルピンの Folding 中間体の構造解析を基

盤とした、セルピン病の新しい治療薬開発戦
略の提案 
 
３．研究の方法 
モデル蛋白質として、代表研究者が世界で

初めて X 線結晶構造解析に成功した認知症の
病原蛋白質であるヒト・ニューロセルピンと、
これまでポリマー化が起こらないセルピンと
考えられてきたオボアルブミンを使用し、以
下の方法で研究を実施した。 

 
(1) ペプチドマッピングによる病原性ニ

ューロセルピン変異体の Refolding 中間体の
構造解析：セルピンの Refolding 中間体（創薬
のターゲットである Folding 中間体に相当す
る分子種）は、揺らぎが大きいため結晶構造
解析は不向きであり、またセルピンは分子量
が 5 万前後あるため NMR による解析も困難
である。そこで、ペプチドマッピングにより
構造解析を行った。 
 
(2)蛍光プローブを利用したポリマー伸長

機構の解析：ポリマーの伸長反応を抑止する
方法を見出すためには、その伸長機構を明ら
かにすることが重要である。そこで、病原性
ニューロセルピン変異体の Refolding 中間体
を開始物質とし、これからポリマーが伸長し
ていく過程を、蛍光プローブを利用して調べ
た。セルピンは-シート A と呼ばれる領域が
ドメイン・スワッピングすることでポリマー
が伸長するが、ループの受け手となる部分は、
蛋白質の分子内コアに似た疎水的な性質を持
つことを代表研究者は既に見出している。そ
こで、この部分に結合すると蛍光強度が増大
する蛍光プローブを利用し、ポリマー化速度
や、ポリマーの伸長限界などを解析した。 

 
 
 
 
 

(3)オボアルブミンのポリマー調製法の確
立と諸性質の解析：セルピンのポリマー化に
は、反応中心ループ（RCL）と呼ばれる部分が
-シート 3A と 5A の間に挿入されて新たに-
シート 4A が形成されることが必須であると
されてきた。そして、Arg338 の立体障害によ
り RCL 挿入ができないオボアルブミンは、こ
れまでポリマー化が起こらないと考えられて
きた。しかし、代表研究者が明らかにしたセ
ルピンの Refolding 中間体の構造から、オボア
ルブミンもポリマー化できる可能性が出てき
た。そこで、セルピンのポリマー形成機構を
より明確にするため、オボアルブミンがポリ
マーを形成できるかどうか調べた。そしてポ
リマーを形成した場合は、その大量調製法を
確立し、その諸性質を分析することを試みた。 

 
(4)Cys変異体を使ったポリマーのスワッピ

ング領域の解析：-シート A や C 末端など、
セルピンのポリマー伸長に関わる領域に Cys
を導入し、調製したセルピン・ポリマーにつ
いて、S-S 結合の形成や、Cys 指向性蛍光プロ
ーブを使った蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）
などにより構造解析を行った。 
 
(5)X 線結晶構造解析によるポリマー連結

部分の相互作用の分析：ポリマーは凝集しや
すく結晶化が極めて困難であるため、ポリマ
ーの連結部分と酷似したRCL挿入型構造を持
つ熱安定な単量体（Latent 型および Cleaved 型）
の結晶構造解析を試み、連結部分の相互作用
の分析に取り組んだ。 

 
(6)ポリマー抑止剤の探索：上記(1)～(4)で

見出した結果を基に薬剤候補を絞り込み、ポ
リマー化抑止効果が期待できる低分子化合物
の探索を行った。探索には、代表研究者が開
発したリアムタイムPCR装置を利用したポリ
マー化反応測定システム（JST 平成 23 年度 A-
STEP, AS231Z05126F）を使用した。 
 
４．研究成果 
(1)ペプチドマッピングによる病原性ニ

ューロセルピン変異体の Refolding 中間体の
構造解析：セルピンの Folding 中間体はこれま
で、-シート 5A とヘリックス I が Unfolding
しているとされてきたが、これに加え-シー
ト 6A とヘリックス G も Unfolding している
ことを明らかにし、新奇のポリマー前駆体の
構造を提唱した。本成果は、ノースカロライ
ナ大学で開催されたセルピン専門学会（学会
発表⑧）他で発表した。 
 
(2)蛍光プローブを利用したポリマー伸長

機構の解析：セルピンのポリマーは双方向に
伸長すること、また安定して可溶性画分に存
在できるのは 10 mer までであることを明らか
にした。10mer を超えると、オリゴマーどうし
が無秩序に結合し、凝集して沈殿化すること
が分かった。本成果は、神戸大学で開催され
た先端融合科学シンポジウム（学会発表⑦）
他で発表した。 



(3)オボアルブミンのポリマー調製法の確
立と諸性質の解析：まず、ポリマーの前駆体
となるオボアルブミンの Refolding 中間体が
安定に存在する条件を決定し、その条件下、
37℃でインキュベーションしたところ、オボ
アルブミンのポリマーが得られた。ポリマー
形成後、凝集抑制剤を緩衝液に添加するなど
の工夫をして、同ポリマーをゲルろ過クロマ
トグラフィーで大量精製することに成功した。
そしてその諸性質を、認知症を引き起こすニ
ューロセルピンのポリマーと比較した。その
結果、Native-PAGEおよびゲルろ過法で観察さ
れるポリマーの鎖長や形状、Trp 蛍光測定や
CD で観察される立体構造特性、チオフラビン
T により見積もったポリマー化速度について、
両ポリマーは極めて似た特性を持っているこ
とが分かった。そこで、ポリマーの構造につ
いてより詳細に調べるために、(4)以下の解析
をニューロセルピンと共に実施した。本成果
は、日本蛋白質科学会年会、日本生化学会大
会、日本農芸化学会（学会発表③④⑥）他で発
表した。 

 
(4)Cys変異体を使ったポリマーのスワッピ

ング領域の解析：これまで明らかとなってい
るセルピン・ポリマーの構造は、RCL が挿入
されて-シート 4A と 5A がスワピングするタ
イプ（4A/5A 型）と、RCL が挿入されて C 末
端領域がスワッピングするタイプ（C 末端型）
の 2 通りであった。しかし、ニューロセルピ
ンのポリマーは RCL が挿入されて-シート
4A, 5A, 6A および C 末端がスワッピングする
新奇のものであった。また、オボアルブミン
のポリマーについては、RCL 挿入が起こらず
C 末端がスワッピングする新奇のものである
ことが明らかとなった。本成果は、オースト
リアで開催されたセルピン専門学会（学会発
表①）他で発表した。 

 
 (5)X 線結晶構造解析：研究開始当初は、

病原性ニューロセルピン変異体の Latent 型の
結晶構造解析に取り組んだが、分解能 8Å以
下での解析はできなかった。そこで、Latent 型
よりも更に熱安定な Cleaved 型の病原性ニュ
ーロセルピン変異体 Ser49Pro について結晶化
を試みたところ、2.3Åでの解析に成功した
【図１】。得られた成果について、現在学術誌
への論文投稿を準備中である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図１】Cleaved 型の病原性ニューロセルピン
変異体 Ser49Pro の結晶構造：(a)全体構造。ポ
リマーが伸長する際にスワッピングする-シ
ート 4A, 5A, 6A および C 末端領域を赤色で示
す。黄色は-シート 1A, 2A, 3A。(b)ヘリック
ス E側からみた病原性変異部位（Ser49→Pro）
とポリマーの連結に関与すると予想される領
域。Pro49(水色), Ser52(灰色), Asn182(黄色), 
Ser355(赤色)をスティック描法で強調。 
 

 
(6)ポリマー抑止剤の探索：探索の結果、グ

リセロールアミド（化合物 A）、アルギニンア
ミド（化合物 B）、ヒドロキシクエン酸（化合
物 C）でポリマー化抑止効果があることを見
出した【図２】。そこで、これらの化合物を、
病原性ニューロセルピン変異体を過剰発現す
る COS-7 を使ったモデル系で効果を確認し
たところ、いずれもポリマー化を抑止するこ
とが分かった。本成果の一部は、オーストリ
アで開催されたセルピン専門学会（学会発表
①）で発表した。また、学術誌への論文投稿を
準備中である。 
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【図２】シーズ化合物によるニューロセルピ
ンのポリマー化の抑制：これまでセルピンの
ポリマー化を抑制することで知られていた糖
類との比較。代表研究者が開発したポリマー
化反応測定システム（JST平成 23年度A-STEP, 
AS231Z05126F）によりデータを得た。 
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