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研究成果の概要（和文）：プラスミン（PL)は線溶系の中心的酵素であり、その阻害剤は止血剤として使用されてきた
。PLは線溶系以外の系の種々タンパク質を分解し、ガンの転移や浸潤、炎症性疾患に関わっていることが示唆されてい
る。本研究で、我々はPL阻害剤がマウスにおける炎症を和らげ生存率を改善することを示した。また従来からあるPL阻
害剤の構造を変換してより強力なPL阻害剤を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Plasmin (PL) plays a dominant role in the fibrinolysis pathway so that PL 
inhibitors have been used as a hemostatic agent. Additionally, PL is activated in specific regions of the 
extracellular milieu to digest many proteins on the localized cell surface resulting in inducing cell 
inversion and metastasis and alternating the expression of cytokines. In this work, we disclosed 1) PL 
inhibitor (YO-2) attenuated both aGVHD- and colitis-associated lethality in mice; 2) more potent and 
selective PL inhibitor was obtained.

研究分野： 医薬品化学
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１． 研究開始当初の背景 
１）プラスミン(PL)の機能について 
プラスミン(PL)は血栓の除去に関わる線溶
系において中心的役割を果たす酵素として
よく知られている。PL の異常亢進による病態
は大量出血であり、その治療にはトラネキサ
ム酸(Tra)が汎用されている。しかし、PL は
線溶系のみならず、他の系のタンパク質を分
解することにより様々な病態に深く関わっ
ていると認識されつつある状況であった。 
２）新規 PL 阻害剤開発の意義 
活性化されたPLは血液中のα2-アンチプラス
ミン(α2-PI)により捕獲され抑制されるが、制
御が外れ PL の異常亢進がおこると大量出血
にいたる。大量出血にはアプロチニンが効果
的に使われてきたが、アナフィラキシー等の
副作用が報告され臨床利用の頻度が減少し、
Tra が汎用されている。しかし、Tra の止血
作用はアプロチニンと比較すると弱く、大量
の投与が必要という問題点を抱えている。加
えて、Tra は PL の活性中心に結合するのでは
なく、フィブリン（またはフィブリンーゲン）
上のリジン結合部位(LBS)に結合して、PL を
阻害している。従って、種々タンパク質を分
解する「多機能性」PL の制御のためには、活
性中心に直接結合して PL を制御する新規 PL
阻害剤の開発が望ましいと考えた。 
３）YO-2 の発見 
このような状況下、申請者らは PL に特異的
な活性中心志向型 PL阻害剤 YO-2 を報告した 
(Bioorg. Med. Chem. Lett., 2000, 10, 
2217-2221; In vivo, 2002, 16, 281-286)。
YO-2 は PL を IC50値 0.53 M で阻害し、血漿
カリクレインに対して 56 倍、ウロキナーゼ
に対して 10 倍、トロンビンに対して 800 倍
の特異性を示した。この阻害は合成基質
S-2251 を使用した実験から求められたこと
から、YO-2 は LBS ではなく活性中心に直接結
合してPLを阻害していることが示唆された。
なお YO-2 は Tra、OPicolyl-L-tyrosine、
n-octylamineの3つの部分から構成されてい
る。 
 
２．研究の目的 
申請者は本研究において、PL の「多機能性」
に注目し、特に a)PL によるマトリックスメ
タロプロテアーゼ(MMPs)の活性化によるガ
ンの組織内浸潤および転移、b)サイトカイン
の活性化による炎症の発症、といった病態時
の PL の役割の解明、ならびに病態の改善を
目的として、新規 PL 阻害剤の分子設計なら
びに合成研究を立案した。 
 
３．研究の方法 
YO-2 の  Tra 、 OPicolyl-L-tyrosine 、
n-octylamine の 3 つの部分は PL 側のそれぞ
れ S1、S2、S1’部位と相互作用していること
を、ドッキング手法による解析により、我々
は既に明らかにしていた。本実験では１) P1、
P2、P1’残基をそれぞれシステマティックに

置換し、構造の最適化を図った。P1 ならびに
P1’の置換は主に津田が担当し、P2 の置換は
主に日高が担当した；２)分子の置換は、研
究協力者(合田圭吾ら/関西分子設計研究会)
とともに複合体の三次構造を検討しながら
進めた；３)PL ならびに他種 酵素の阻害活性
は研究協力者(和中敬子ら/血栓止血神戸プ
ロジェクト)ともに行い、その過程で新規 PL
基質をも開発した；４) 得られた化合物中、
最も強く選択的に PL を阻害した化合物とミ
クロ PL の複合体の結合様式について X 線解
析（Dr. Ruby Law, Monash University）に
より検討した。ドッキングによる解析も行い、
結合様式を比較した。５)炎症発症動物を用
いた検討は研究協力者（服部浩一ら/東京大
学医科学研究所、現順天堂大学）とともに行
った 
 
４．研究成果 
P2 残基をより大きな分子に拡張することに
より、より強力で選択的な PL 阻害剤が得ら
れたので、報告する。残念ながら、P1 および
P1’残基の置換は強力な PL 阻害剤を生み出
すには至らなかった。 
１） 活性位中心近傍領域の構造の考察 
活性位中心近傍領域のＸ構造解析の結果よ
り、PLの S2 部位がウロキナーゼなど他のセ
リン酵素と比較して広く拡がっていること
が観察された（図 1）。  

図 1．PL（1BML, white surface）とウロキナー
ゼ(1FV9, purple wire)の活性中心近傍の構造比較 
 

このことから、P2 残基 Tyr の水酸基にピコリ
ル基より大きい分子を導入しても PL は許容
できるが、一方ウロキナーゼは許容できない
ため、結果として PL に選択性的な阻害剤が
得られると推測した。次項に合成した化合物
の構造を示す（図 2）。 
 
２）P2 残基の最適化 
合成した化合物の中で、ピリジン環をキノリ
ン環に置換した化合物 17が最も強い PL阻害
活性を示した（IC50 = 0.22 M)。これは YO-2 
（IC50 = 0.53 M)より 2.4 倍強力に PL を阻
害し、ウロキナーゼとの選択性は 35 倍向上
した。このことにより、P2残基の伸長は阻害
活性と選択性の向上に有用であることが示
された（図 3）。 



 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
図 2．拡張した P2 残基を有する化合物群 
 
 
 
 
 

図 3．P2 残基の最適化 
 

３）化合物 17とミクロ PL 複合体の結合様式
の検討 
化合物 17 とミクロ PL 複合体のＸ構造解析、
およびドッキング手法による解析のいずれ
の解析法によっても、Tra 残基のアミノ基は
PL の S1 部位と相互作用し、Asp735 と水素結
合していることが示された。この事実は、得
られた化合物 17は「活性部位指向性 PL 阻害
剤」であることを支持している。しかし、P2
および P1’残基の S1および S1’部位との相
互作用の詳細は、両解析方法により異なって
いた。Ｘ構造解析の結果に基づいた P1 およ
び P1’残基の置換は、現在我々の研究室で進
行中である。 

 
図 4．ドッキングの手法による PL-化合物 17 複合
体の S1 部位における結合様式：化合物 17 
(yellow)および YO-2 (blue). 

４）PL 阻害剤の有用性の検討 
種々の炎症性サイトカインの調整機構に異
常が生じてサイトカインが過剰分泌した結
果、炎症性疾患を引き起こすことが知られて
いる。こういった炎症を促進するサイトカイ
ンを炎症性サイトカインと総称している。炎
症性サイトカインとしてはマトリックスメ
タロプロテアーゼ(MMPs)によって活性化さ
れるものが多く知られている。MMPs は PL に
より活性化されることから、PL と炎症性疾患
は大いに関係があると考えられている。PL 阻
害剤である YO-2 の炎症性疾患治療薬への応
用をめざし、東京大学医科学研究所(現順天
堂大学)の服部准教授との共同研究により、
急性移植片対宿主疾患(GVHD)モデルマウス
や潰瘍性大腸炎モデルマウスにおける PL 阻
害剤の効果を検討した。 
GVHD は臓器移植に伴う合併症の一つであ

り，ドナーの移植片が免疫応答により臓器受
給者の臓器を攻撃することにより起こる症
状だと考えられている。急性 GVHD モデルマ
ウスを作製した。コントロール群では 21 日
後には生存率が 0％であったのに対し、YO-2
を投与すると 21 日後に 80％以上生存してお
り、生存率が顕著に改善されることを報告し
た【Sato, et al, Leukemia (2015) 】。 
さらに大腸炎モデルマウスを用いて，①コ

ントロール群と比べ循環血液中の PL 濃度が
上昇すること、YO-2 を投与すると②大腸炎の
進展が抑制されること、③好中球やマクロフ
ァージが減少すること、さらに④炎症性サイ
トカインやケモカインが減少することを明
ら か に し た 【 Munakata, et al, 
Gastroenteorilogy (2015)】。 
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