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研究成果の概要（和文）： 
 Leishmania majorの promastigotes に対する新規創薬シーズ探索研究を行った。68種の化合

物の中から、EC50値が27 nM、42 nMと低い化合物２種類を見出した。一方、コントロールとして

用いた Amphotericin Bでは、リーシュマニア原虫でEC50値が63 nMと46倍の選択毒性を示すこと

から、構造—活性相関に基づいた評価をさらに行う。 

 作用機序解析のツールとしてHSP90と反応する抗体を見出し、リーシュマニア原虫のHsp90複合

体の構成因子を解析できる基盤を構築した。また、新規阻害剤としてGeldanamycinとその誘導体、

及び低分子のHsp90阻害剤が30～40 nM でリーシュマニア原虫阻害能を示すことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 I performed to new drug discovery research for 68 compounds from organic compounds and natural 
product using promastigotes of Leishmania major. The EC50 values among 2 of them for L. major were 
42 nM and 27 nM. In contrast, Amphotericin B as a positive control was show 63 nM of EC50 value for 
L. major and selective toxicity of 46-fold compare to mammalian cells of it. The structure-activity 
relationship study will be need more. 
 I established the mechanism analysis of HSP90 and complex relationship in L. major and also we 
found the high anti-leishmanial effect for HSP90 inhibitor and it’s analogs include small molecules 
(EC50 values; 30-40 nM) against L. major promastigotes. 
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１．研究開始当初の背景 
 リーシュマニア属の寄生原虫が感染して

発症するリーシュマニア症は、皮膚・粘膜、

皮膚・内蔵リーシュマニア症に大別できる。

特に内蔵リーシュマニア症は皮膚が黒ずみ、

肝臓・脾臓が腫脹して処置しなければ致死率



が９０〜100％に達する非常に重篤な疾病で

ある。現在、世界 88 カ国 3 億 5 千万人が感

染の機器に曝され、毎年新たに 200 万人が罹

患している。従来アンチモン製剤が第一選択

薬として治療に用いられて来たが、副作用が

非常に強く、さらに最近では耐性原虫も報告

されている。アンフォテリシン Bも治療に用

いられるが、高価である・腎毒性がある・経

口投与が困難であると言う理由によりやは

り感染地域での使用は困難である。最近にな

ってミルテフォシンが開発され、経口投与で

きる副作用の少ない画期的な薬剤として注

目された。しかし、半減期が長いこと、動物

で催奇形性が報告されていることなどの問

題を抱えている。また，再発する患者が報告

され、早い時期に耐性が出現することが危惧

されている。これらの諸問題を考え合わせる

と新たな抗リーシュマニア薬は緊急の改題

である。そこで、本研究は当研究室で保有し

ている化合物ライブラリーを活用して、安全

で安価な抗リーシュマニア薬の開発を目指

す。 

 
２．研究の目的 
 重篤な寄生原虫感染症であるリーシュマ

ニア症に現在用いられている薬剤は、毒性

が高い・高価である・耐性原虫が出現して

いる等の理由により、感染地域におけるコ

ンプライアンスは低い。これらの問題を解

決すべく新たな抗リーシュマニア薬を開発

することは緊急の課題である。そこで、本

研究では当研究室が所有している化合物ラ

イブラリーを活用して、in vitro において、

リーシュマニア原虫への阻害能が高く、哺

乳動物細胞への毒性が低く、かつ in vivo
においても抗リーシュマニア活性を有する

化合物を抗リーシュマニア薬として開発す

ることを目的とする。また、以前の研究で

in vitro で特に活性の高かったイノシンア

ナログとの組み合わせによりさらに有効な

治療法の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
（1）当ラボ保有のライブラリーの化合物

を培養リーシュマニア原虫に三段階の濃

度で投与し、効果のある化合物を一次スク

リーニングする。リーシュマニア原虫は宿

主のマクロファージ内に寄生した形態 

(Amastigotes)と媒介動物であるサシチョ

ウバエの体内の形態(Promastigotes)の二

通りの形態をとる。これら二通りの形態で

化合物に対する感受性も異なっているが、

一次スクリーニングでは培養が容易な

Promastigotes に対する阻害活性を指標と

して化合物の選別を行う。すなわち、24

穴プレートで培養したリーシュマニア原

虫のPromastigotesに1µM,100nM,10nMの3

段階に希釈したラボ保有の化合物ライブ

ラリーから既存論文等で報告されている

構造を示す化合物を中心に38種選抜して，

本実験に用いた。 

（2）副作用の軽減を目指した天然生薬資

源由来の化合物を 30 種選抜して抗リーシ

ュマニア作用を評価する。 

（3）上記の（1）（2）で選抜した化合物と

溶媒のみをそれぞれ 2穴ずつに添加し、72

時間後の原虫の増殖を溶媒のみ添加した

コントロールの原虫の増殖を 100%として

換算し、100nM での増殖阻害能が 50%以上

で、1µM 作用時に増殖を強く阻害した化合

物を有効とみなす。10nM で 50％以上の増

殖阻害を示した化合物は新薬の有望な化

合物であるといえる。 

（4）宿主のモデルとしてマウス乳がん由

来FM3A 細胞を用いてin vitroで阻害活性

を解析する。（3）、（4）の結果より、リー

シュマニア原虫に対する阻害活性が高く、

FM3A 細胞に対する阻害活性が低い化合物

が優れた薬物候補化合物となる。 

（5）作用機序解析のツールとしてリーシ

ュマニア原虫の HSP90 の機能解析を行う。

ヒト由来、あるいは他の生物種の HSP90 間

のタンパク質の配列から相同性のある部

分を決定し、交差反応有無を検討する。既

存の販売のHSP90の抗体とリーシュマニア

原虫のタンパク質が反応することを確認

する。そのためにリーシュマニア原虫培養

液からタンパク質の単離、精製を行い、本

実験に用いる。 
 
４．研究成果 

（1）皮膚型リーシュマニア原虫である

Leishmania majorの培養が比較的容易な前鞭

毛型(Promastigotes)リーシュマニア原虫を

用いて抗リーシュマニア活性を測定し、哺乳

動物細胞を用いて細胞障害性を評価した。一

次スクリーニングは化合物を1μM、100nM、

10nMの３段階に希釈し、抗リーシュマニア活

性を評価した。一次スクリーニングの結果、

当研究室で有している化合物ライブラリーか

ら３８種類の化合物を選抜した。これら化合

物に関しては、二次スクリーニングとして化



合物を６段階に希釈し、抗リーシュマニア活

性を評価するとともに、哺乳動物細胞を用い

た細胞毒性の評価も行った。３８種類の化合

物の中から、リーシュマニア原虫に対する５

０％増殖阻害濃度が27 nM、42 nMと低い化合

物２種類（化合物WA及び化合物WB）を見出し

た。しかし、哺乳動物細胞を指標とした選択

毒性が数倍程度しか無く、高い選択毒性は得

られなかった。我々のin vitroスクリーニン

グにおいて、化合物の選抜指標として用いて

いる抗リーシュマニア薬 Amphotericin B の

50%増殖阻害濃度は、リーシュマニア原虫では

63 nM、哺乳動物細胞では2.9μM（選択毒性４

６倍）であった。 

（2）従来の治療剤であるアンチモン製剤を含

めリーシュマニア症治療薬は副作用が強いこ

とが問題となっている。そのため、民間療法 

で使われる天然生薬資源30種を用いて抗リー

シュマニア効果を評価した。評価したいずれ

の化合物もEC50値は1000 nM程度であり、一桁

以上の選択性を示す化合物は見出せなかった。

現在、（1）（2）の構造類縁体を用い、構造

ー活性相関解析を行っている。 

（3） Hsp90阻害剤である Geldanamycinとそ

の誘導体、及びGeldanamycin系とは異なる低

分子Hsp90阻害剤を用いて抗リーシュマニア

活性評価を行ない、リーシュマニア原虫に対

する50%増殖阻害濃度（EC50）が30～40 nMの

化合物を見出した。これら化合物の細胞障害

性評価を行ったところ、原虫阻害能と同程度

の細胞障害性を有することが判った。また、

リーシュマニア原虫の分子シャペロンHsp90

と反応する抗Hsp90抗体を見出し、プロテオミ

クスの手法を用いたリーシュマニア原虫の

Hsp90複合体の構成因子を解析できる基盤を

構築した。今後、宿主であるヒトとリーシュ

マニア原虫のHsp90、及びHsp90複合体の構成

因子の違いを明らかにし、リーシュマニア原

虫のHsp90を選択的に阻害する化合物の探索

を行ないたい。 
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