
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｆ－１９－２

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

国際共同研究加速基金（国際共同研究強化）

2018～2017

新規創薬を目指したアルツハイマー病危険因子sorLAに対する低分子バインダー探索（国
際共同研究強化）

Protein binder screening for SorLA, a risk factor of Alzheimer's diesease, to 
identify novel targets for drug dicovery(Fostering Joint International Research)

６０５０７１８５研究者番号：

北郷　悠（KITAGO, Yu）

大阪大学・蛋白質研究所・助教

研究期間：

１６ＫＫ０１６３

年 月 日現在  元   ６ １０

円    11,700,000

研究成果の概要（和文）：aaa当研究においては，研究代表者が研究を行ってきた巨大一回膜貫通受容体SorLA
が，アルツハイマー病(AD)に対して保護的に働いていることに着目し，SorLAの発現量を増やすことでADの予
防・治療に役立てることを目的として，細胞上でSorLAの発現量が増加するような低分子化合物の選別実験を行
った．渡航先では，低分子化合物ライブラリを細胞に作用させ，その効果をハイスループットで確認できる実験
系が運用されており，研究代表者はその系をSorLAに適用して，期間内で10種の候補化合物を選別することがで
きた．現在それらの追加確認実験を行っており，当研究を起点とした今後の研究展開が期待される．

研究成果の概要（英文）：The recipient is focusing on the protective effect of SorLA, a giant type I 
membrane receptor, against Alzheimer’s disease (AD). In this research project, the cell-based 
screening trials were achieved to find compounds which increase the expression level of SorLA in 
living cells aiming to utilize for the preventive/therapeutic purpose for AD. The specific 
facilities including compound library and screening devices/robots are equipped and working in the 
destination (Tri-I TDI). The recipient utilized this facility against SorLA, and successfully picked
 up 10 candidates from 65,935 compounds in the period. Currently, the following confirmation 
experiments are carried out for these compounds, and its further development is expected starting 
from this research project.

研究分野：構造生物学・分子生物学・細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者は，現在確認実験中であるために確実であるとは言えないが，当研究にてSorLAの発現量を増やすこ
とのできる低分子化合物群を選別できた可能性がある．この成果は，第一にADの予防・治療へと応用できる可能
性のある物質を得ることができたという意味で，非常に社会的意義のある結果であると言える．さらに，当研究
テーマをさらに進展させていくに当たって不可欠な，未だ不明であるSorLAの生理機能を解明や，それを評価す
る実験系の確立など，学術的に大きな意義を持つ成果につながる研究を始めることができた．以上の成果をもと
に，今後の研究展開およびその発信を進めていきたい．



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 
巨大一回膜貫通受容体 SorLA[1-7]は，遺伝学的研究と一部の生化学的解析から，アルツハイマ
ー病(AD)の発症と強い相関を持つと報告されていたが[8-16]，その作用機序の詳細は現在でも
不明である．SorLAは 20にもおよぶ構造体(ドメイン)から構成されるドメイン構造を取ってい
ることが予想されているが，当研究代表者は，特に SorLAの N末端に存在する Vps10pドメイ
ンが，単体で ADの原因物質とされるアミロイドβペプチドを直接捕捉し，それを，細胞内消
化を行う器官であるリソソームへと導く機能があることを実験的証拠から提唱した[17, 18]．こ
の研究を発端とし，非常に巨大かつ独特のドメイン構造を持つ SorLA分子全体が，未だ不明で
ある生理機能とどのように相関しているのか，そしてそれがどのような作用機序で ADと関連
しているのかを解明するべく，当研究の基となった研究計画にて SorLAの生化学的・構造生物
学的解析を開始した（科研費若手研究(B)H26-28「アルツハイマー病危険因子 SorLA 細胞外領
域の構造解明」代表）．一方で，AD に関わる蛋白質群の機能・構造研究を推進していた Weill 
Cornell Medicineの Petsko博士は，神経細胞では，細胞内物質輸送の機能不全によって老廃物・
不要物が蓄積し，それが最終的には ADやパーキンソン病，ALSなどの神経変性疾患を引き起
こすという”Traffic Jam”理論を提唱し，細胞内輸送に中心的な役割を果たす細胞質蛋白質複合体
Retromer の機能・構造解析を推進していた．その中で，SorLA が数ある Retromer のカーゴ(積
み荷蛋白質)の一つであり，SorLA上の点変異が AD 発症と強く相関していることから 2014年
に研究代表者との共同研究をスタートさせた．当初は研究代表者が調製した組み換え体の
SorLA Vsp10pを Petsko研究室へと送付し，先方のメンバーの一人がそれに相互作用する低分子
化合物を探索するという体制で研究を進めていたが，さらに大規模なスクリーニング実験を計
画したこと，そして Vps10pドメインだけではない SorLA分子全体を扱う必要が出てきたこと
から，本研究計画にて研究代表者が渡航し，Petsko 研究室にてスクリーニング実験を実施する
運びとなった 
 
２．研究の目的 
 
当研究では，最終的にはアルツハイマー病(AD)の予防・治療に役立てることを想定し， SorLA
の細胞レベルでの発現量を増加もしくは減少させるような薬効を持つリード化合物を，化合物
ライブラリから選別してくることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
当研究は，開始段階では次の二通りを想定していた． 
① 研究代表者が過去に報告した SorLA Vps10p ドメインの結晶構造を基に，コンピュータ上
でその構造にフィットする低分子化合物を選別もしくはデザインし，それをリード化合物
として細胞での SorLA発現レベルを増加させるような物質を導出する 

② 培養細胞をベースとしたスクリーニング実験を設計し，その作用機序はブラックボックス
として，とにかく細胞レベルでの SorLAの発現量を増加させるような低分子化合物を化合
物ライブラリから選別する 
 

①はいわゆる Structural Based Drug Design (SBDD)であるが，SorLAのケースでは，ADに対し
て保護的に働いているために，SorLAとそのリガンドとの結合・認識を阻害するような物質で
は ADに対して逆効果である．よって SorLAの機能を亢進するような物質を「設計」する必要
があるわけだが，蛋白質の機能を亢進するような効果は一般化できるものではない．渡航先の
共同研究者であるPetsko教授は，そのような状況下で，蛋白質の熱安定性を向上させることで，
酵素活性を向上させることができるという方法論を提唱しており，それに基づいて SorLA 
Vps10p ドメインの熱安定性向上を主たる対象とした分子設計を指向した．そこで，SorLA 
Vps10p ドメインがリガンドペプチドを認識する部位(トンネル構造の内壁)を避けるとともに，
結晶構造解析から高い可動性があると示唆されている部位を安定させるような分子設計を目指
した．実際には，本研究計画前に取得していた SorLA Vps10pドメイン部の結晶構造をもとに，
N 型糖鎖位置を考慮し，渡航先 Weill Cornell Medicine(WCM)で用いられているソフトウェア
Schrodinger社Maestroを使用し，分子表面の化合物結合可能部位(Hot Spot)を探索するアルゴリ
ズムを用い，得られた部位の形状および化学的特性から手作業で分子を構築し，それと類似し
たものを既存の化合物ライブラリから選別する方法(in-silico Shape Screening)を試行した． 

②は①とは全く異なるアプローチであるが，その物質が SorLAと相互作用するかどうかは全く
考慮せずに，最終的に細胞内の SorLA発現量が増加するかどうかだけを基準として，低分子化
合物を選別する手法である．実際はマルチウェルプレート(384 プレート)に培養細胞を播種し，
一定時間後に個々のウェルに異なった物質が入るように設計された低分子ライブラリの化合物
を倍地中へと投与，さらに一定時間置いてから，細胞内の SorLA量を SorLA特異抗体によって
定量する(in-cell western法)という作業手順である．この実験には，化合物ライブラリの管理が



非常に重要であることに加え，マルチウェルプレートへの細胞・試薬等の分注とプレートの洗
浄にロボットデバイスを使用することが不可欠であり，それらハードウェアリソースを保有し，
かつ適切に管理・運用がなされていなくてはならない．渡航先であるWCMと研究協力体制(Tri-I 
TDI)にある Rockefeller Universityの High Throughput and Spectroscopy Resource Center(HTSRC)に
おいて，上記のスクリーニング実験を行うための環境が整備・運用されており，HTSRC の
Glickman教授のもと，SorLAに対する in-cell western法による低分子化合物スクリーニング実
験を行なった．HTSRCでは，微量分注器として Thermo Scientific社製MultiDrop Combi，プレ
ートウォッシャーとして BioTek社製 EL406が稼働しており，プレートリーダーの LiCOR社製
Odyssey Saも合わせて全て共通規格のプレート自動送り装置が配備されている．化合物ライブ
ラリの管理と分注には，PerkinElmer社 JANUSワークステーションが稼働しているが，その作
業は専門職員が行う体制になっており，共同利用ユーザーである研究代表者が細胞の播種を行
った上から化合物ライブラリを作用させ，24時間培養後に細胞の固定・透過処理，ブロッキン
グ後に一次抗体反応を行い，さらに Odysseyシステムに対応した IR Dyeという遠赤外色素を融
合させた二次抗体反応と細胞核を定量する試薬である CellTag での染色を行う．二次抗体と
CellTagは，異なる波長で同時に測定可能なので，それに対応した Odysseyプレートリーダーで
読み取り，得られた二次抗体シグナルを CellTag シグナルで規格化することによって，細胞当
たりの目的蛋白質量を定量することができる．以上の方法により，通常の細胞と比較して，投
与することでSorLAの発現量を増加させるような低分子化合物を化合物ライブラリの中からス
クリーニングすることができたわけだが，実際に実施した感触では，一週間でおよそ 30プレー
ト，約 10,000化合物のスクリーニングを行うことが可能であり，マンパワー当たりのアウトプ
ットでは製薬会社等の専用施設と比較しても遜色無い性能であるとのことだった． 
 
４．研究成果 
 
渡航期間前半は，「3. 研究の方法」に示した 2 つの実験計画を並行して進めたが，②細胞ベー
スでの化合物スクリーニングが本格的に始動した中盤から，その実験作業の時間的制約が大き
くなり，渡航先の実験環境が実施に必要不可欠であった②に絞って実験を進めた． 
 
その①に関しては，計算に用いる Maestro のセットアッ
プとその使用法の習得を進めるとともに，Shape Screening
に用いる化合物ライブラリの整備を行った．in-silicoでの
スクリーニングでは，現実のスクリーニング実験と同様
に，ライブラリ内の化合物群が化学的・構造的に偏りの
ないようにある程度の選別を行っておくのが非常に重要
であるが，本研究では既存の化合物ライブラリに，WCM
の Petsko 研究室で別の関連蛋白質に類似の in-silico 解析
を行っていたDr. Liuに指導を受けて調整を加えたカスタ
ムライブラリを使用した．そして，Maestro上のアルゴリ
ズムおよび蛋白質分子座標上のポケット様構造を検索す
る ア ル ゴ リ ズ ム POCASA (v1.1 
http://altair.sci.hokudai.ac.jp/g6/service/pocasa/)の両方で Hot 
Spot 部位の計算を行った．その結果，計算結果の一部に
重複した部位が認められたため(図 1)，その部位を第一候
補としてその中にリード化合物を作製することにした．
Hot Spot 部位表面の化学的特性を考慮しつつリード化合
物を構築し始めたが，その途上で渡航先でなければ設備
上の制約がかかる②スクリーニング実験が本格的に始動
したため，そちらを優先してこちらの実験は一時保留と
した．今後，リード化合物を構築し次第，Maestroを使用
できる環境で，in-silicoの Shape Screeningを実行したい． 
 
②の培養細胞に対するスクリーニング実験は，実験を使用するに当たって重要な，細胞中の
SorLAを検出する特異抗体の選別から開始した．渡航前～渡航後数ヶ月に渡って，市販の特異
抗体および当研究室で保持している独自の特異抗体，計 23 種について，培養細胞溶解液の
Western Blottingおよびスクリーニング時と同様の in-cell westernフォーマットを用いたテスト
を行い，抗体の特異性・感受性，使用予定量に対する入手のしやすさなどを総合的に判断し，
Abcam 社製 ab190684 を使用するものとした．次に使用する培養細胞種の選別を行った．
HEK293T, SH-SY5Y, U-87の3種の細胞に対して，細胞溶解液のWestern Blottingを行い，ab190684
を使って SorLA量の定量を行った．その結果，U-87 では細胞当たりの SorLA の発現量がかな
り少なく，検出が難しかった．SH-SY5Yと HEK293Tでは，発現量では極端な差がなかったが，
SH-SY5Yでは接着せずに浮遊状態のまま生育する細胞が一部存在する性質を持つこと，細胞の
サイズが HEK293T よりも小さく，かつ同じ期間培養した場合にトータルの細胞数が少ない，
つまり検出できる SorLA量も少ないことから，スクリーニング実験では HEK293T細胞を用い

 

図 1：SorLA Vps10pドメインの結晶

構造を基に探索した Hot Spot部位を

ダミー原子で示す． 



るものとした．in-cell westernフォーマットでのテストでは，細胞の播種濃度，一次抗体・二次
抗体の濃度，プレートリーダーでのシグナル検出条件などを最適化し，ポジティブコントロー
ルとなる SorLAの過剰発現体も，感度良く検出できたため，これで実験条件を決定した．この
条件で 5種の化合物ライブラリを使ったパイロット実験において，良好な統計値(実験自体がう
まく働いているかどうかを示す)を示したため，そこから実際のスクリーニング実験を行った．
2018年 5月から機器の予約状況やメンテナンス，他の実験作業や専門職員のスケジュールなど
の関係で，計 7 週間ほど使用して，65,935 化合物について
スクリーニングを行うことができた．その結果，96化合物
が SorLA発現量を増加もしくは減少させる可能性があるも
のとしてヒットし，それらについての投与量を変えた追加
実験を行って，2018年 10月までに 10種の SorLA発現量を
増加させる候補化合物を得ることができた(図 2)．渡航期間
終盤では，これら 10種のうちのすぐに入手可能であった 2
種について，細胞溶解液のWestern Blottingによる薬効確認
実験を行い，1 種は完全な偽陽性であったこと(物質自体が
蛍光を発していた)，もう 1種は増加の効果が確認できない
ことを確かめた(図 3)．帰国後の現在，その後に入手可能で
あった 4 種について，同様の確認実験を行う準備を進めて
いる． 

 
以上，渡航によって可能となった細胞
ベースのスクリーニング実験によっ
て，細胞レベルで SorLAの発現量を増
加させる可能性をもった低分子化合
物を選別することができた．現在これ
らの物質が本当に細胞で SorLA 発現
量を増加させるのかという確認実験
を進めているが，細胞で確認が取れた
としても，それをマウスの 1次ニュー
ロンやマウス個体等に投与し，効果を
確認する必要がある．このようにまだ
まだ越えなければならないハードル
は多いものの，SorLA に関しては
in-cell western 法による低分子化合物
スクリーニングがうまく働くことは
達成され，1年以下の実施で候補化合
物が得られているのは，スクリーニン
グ実験としては悪くない達成率と言
える．この研究をきっかけとして，さ
らなるスクリーニング実験や，より発
展させた SorLAの分子研究を推進し，

成果を発信していきたい． 
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