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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、ニューロセルピンの阻害剤を構造生物学的手法により見出し、神経変
性病治療薬の開発を目指すものである。まず、ニューロセルピン-tPA複合体（4Å）、および活性が弱い病原性
ニューロセルピン変異体S49P（1.9Å）のX線結晶構造解析に成功した。そしてこれらの構造データを基に、ニュ
ーロセルピンのlatent化を速める薬剤3種、およびtPAとの結合を阻止する薬剤を2種見出した。これらの効果や
毒性を、アミロイドβ蛋白質を過剰発現する培養神経細胞で検証した結果、2種の有望なリード化合物を見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Neuroserpin is a promising target for cure of neurodegenerative diseases 
because the protein inhibits tissue type plasminogen activator (tPA) in the brain and central 
nervous system. Neuroserpin inhibitor compounds thus, without effects on thrombolysis, can assist to
 produce plasmin that degrades amyloid fibril in the brain. In this project, crystal structures of a
 complex of neuroserpin with tPA and a pathogenic mutant of neuroserpin S49P were determined at 4 
angstrom resolution and 1.9 angstrom resolution, respectively. Based on these structural data, three
 compounds that accelerate latent transition of neuroserpin, and two compounds that inhibit binding 
of neuroserpin with tPA were found. These five compounds were subjected to effect and toxic tests 
using a neuronal cell culture model of Alzheimer's disease, and based on the results, we 
successfully found two potential leads for drug design.  

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経変性病は、異常凝集した蛋白質が脳・

神経組織に蓄積することで起こる疾患で、決
定的な治療法は未だ見つかっていない。本研
究開始当時における治療法開発研究の多くは、
蛋白質の異常凝を抑止する手法を見出すこと
が中心だった。しかし、その一方で、凝集蛋白
質の分解・排出を促進するというアプローチ
が注目され始めていた。その１つがプラスミ
ンで、この酵素は血栓を溶解することで知ら
れているが、脳内に蓄積したアミロイド蛋白
質も分解・排除する。 

プラスミンは、プラスミノーゲンが tPA（組
織プラスミノーゲン活性化因子）により限定
加水分解されることにより生成するが、この
tPA を阻害する蛋白質群のうち、唯一、脳・中
枢神経系に局在して発現するのがニューロセ
ルピンである。そこで、ニューロセルピンの
阻害剤を見出し、これを利用することで、血
液凝固系に影響を与えることなく脳内のプラ
スミンを活性化し、アミロイド凝集物の分
解・排除を促す戦略を発企した。

 
２．研究の目的 

ニューロセルピンの阻害剤を構造生物学的
アプローチにより見出し、これにより、神経
組織における異常凝集蛋白質の排出を促進さ
せる手法を開発する。 

 
３．研究の方法 
(1)戦略：異常凝集蛋白質の排出を促進させる
には、プラスミンを活性化する因子である tPA
のはたらきを促せばよい。従って、tPA を脳内
で特異的に阻害するニューロセルピンの作用
を抑制すればよい。ニューロセルピンは、特
有の複合体 A, B を形成して tPA を阻害するの
で（図１）、①複合体 A の形成を阻害する、②
Latent 型への移行を速める、以上 2 つの戦略
を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)複合体 A の X 線結晶構造解析（戦略①）：
複合体 A の形成を阻害する薬物をデザインす
るため、複合体 A の X 線結晶構造解析を実施
した。A の状態で停止させるため、tPA の活性
中心である Ser195 を Ala に置換し、その他、
結晶化に有利となる変異を導入して、tPA のプ
ロテアーゼドメインを大腸菌で調製した。こ

れに、代表研究者が既に確立ずみの手法で調
製した野生型ニューロセルピンを混合し、結
晶化して、X 線回折測定を行った。 
 
(3) Cleaved 型病原性ニューロセルピン変異体
S49P の X 線結晶構造解析（戦略②）：ニュー
ロセルピンには、ループ挿入速度が遅く、複
合体 B の形成効率が悪い変異体 S49P が存在
する。そこで、これの Cleaved 型（Cleaved-S49P）
の X 線結晶構造解析を行い、既に構造が明ら
かとなっている野生型の Cleaved 型（Cleaved-
WT）と比較することで、ループ挿入速度を速
める（Latent 化を速める）相互作用を分析する
ことを試みた。 
 
(4)複合体 A の形成を阻止する薬剤、Latent 型
への移行を速める薬剤の探索：前述(2),(3)で
得た構造データを基に、まず in silico で化合
物の絞り込みを行った（240 万種→50 種）。次
に、in vitro での絞り込みを実施した。前者に
ついては、複合体は共有結合を介して形成さ
れるので、SDD-PAGE で確認した。後者につ
いては、代表研究者が発明したリアルタイム
PCR システム（JST 平成 23 年度 A-STEP, 
AS231Z05126F）を利用した。 
 
(5)培養細胞での検証効果の検証：前述(4)の
探索で見出した薬物の効果について、アミロ
イド蛋白質を過剰発現する神経前駆細胞株
（NPCAb）を使って検証した。実験に使用した
細胞株は、Miranda 博士（ローマ・ラ・サピエ
ンツァ大学・チャールズ・ダーウィン生物学・
生物工学研究科）から協力を得て樹立した。 
NPCAb を培養してアミロイドを十分発現させ
た後、培地にプラスミノーゲン、tPA、ニュー
ロセルピン、および薬剤 AX～EX を添加した。
アミロイド量の変化はサンドイッチELISA法
により定量した。また、細胞毒性は LDH 
Cytotoxicity Detection Kit で確認した。 
 
４．研究成果 
(1)複合体 A の X 線結晶構
造解析に成功し、4Å 分解
能までの解析データを得
ることが出来た（図２）。し
かし、分解能が不十分であ
ったため、反応中心ループ
や、ヘリックス D, E の近傍
の構造が見えなかった。今
後の方策としては、薬物を
デザインするために、分解
能 2.5Å 以下を目指すが、
tPA とニューロセルピンの
位置関係はこの構造デー
タから明確になったので、 
これを基に阻害剤の探索 
を行った。 
 
(2) Cleaved-S49P の結晶構造を、セルピンとし
ては高分解能である 1.9Å で決定することに

【図２】 



成功した。加えて、この結晶構造解析の成功
は、セルピノパシー原性変異体としては世界
で二例目の希少なものである。得られた構造
データと Cleaved-WT のそれを比較したとこ
ろ、ループが挿入されるシャッター領域近傍
において、S49P の方が WT に比べて相互作用
が少なく、この僅かな違いが、分子全体の安
定性に大きく寄与していることが明らかとな
った（図３）。現在、得られた成果をまとめた
論文を投稿中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
【図３】(a)Cleaved-S49P(水色)と Cleaved-
WT(黄色)の全体構造の比較。(b)(c)シャッタ
ー領域近傍の比較。(d)安定性の比較（変性曲
線）。 
 
(3)Cleaved-S49P の結晶構造データを基に、
Latent 型を安定化し、天然型から Latent 型へ
の転移速度を速める薬剤を 3 種（AX, BX, CX）

見出した。3 種はいずれもキノンの誘導体で、
蛍光プローブ 1,1'-bis(4-anilino-5-naphthalene)-
sulfonic acid を利用した蛍光測定の結果から、
AX はヘリックス F とストランド 1A の間、
BX と CX はヘリックス E とストランド 1A 近
傍に結合し（図４）、ニューロセルピンの 5 倍
モル濃度存在下で、Latent 化速度をそれぞれ
1030 倍(AX)、320 倍(BX)、110 倍(CX)速める
ことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に、複合体 A の結晶構造解析の結果を基

に、ニューロセルピンと tPA の結合を阻害す
る薬物の探索を行った。その結果、ニューロ
セルピンと 1:1 のモル比で結合し、tPA との複
合体形成を阻止する薬剤を 2 種（DX、EX：い
ずれもビフェニル系化合物）見出した。薬剤
の結合部位や阻害機構の解析はまだ行ってい
ないが、効果が期待できたので、細胞試験を
先に行った。 
 
(4) NPCAbを使った効果の検証を行った結果、
AX、DX、EX を添加した場合、コントロール
に比べてプラスミン濃度の上昇がみられ、ア
ミロイド蛋白質総量が減少した。また、細胞
毒性試験を行ったところ、EX 以外では毒性は
検出されなかった。以上の結果から、ニュー
ロセルピン阻害剤の有望なリード化合物とし
て AX と DX を見出すことに成功した。ニュ
ーロセルピンとの結合定数や IC50、および特
異性について、SPR や Native-PAGE で解析を
したところ、親和性・特異性ともに改善の必
要があることが分かったので、今後は AX と
DX を基に、薬物のデザインを進める。 
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【図４】 
推定される薬剤 AX
の結合部位（薄茶色）
と、薬剤BXおよびCX
の結合部位（桃色）。
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