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研究成果の概要（和文）：ネオエキヌリンAは、活性窒素であるパーオキシナイトライト（ONOO-）による神経細
胞死を抑制する。活性窒素よる神経細胞傷害は、パーキンソン病などの神経変性疾患との関連性が知られてい
る。そこで本研究では、ファージディスプレイ法によりネオエキヌリンA結合タンパク質を探索した。その結
果、chromogranin Bとglutaredoxin 3二つの結合タンパク質を見出した。細胞のchromogranin Bをノックダウン
したところ、ONOO-に対する感受性が下がった。ネオエキヌリンAはchromogranin Bに結合することで機能を阻害
し、ONOO-による細胞死を抑制している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neoechinulin A is an indole alkaloid that protects neuronal PC12 cells from 
cytotoxicity induced by the peroxynitrite generator SIN-1, but the target proteins and precise 
mechanism of action of neoechinulin A were unclear. In this study, we employed a phage display 
screen to identify proteins that bind directly with neoechinulin A. Our findings identified two 
proteins, chromogranin B and glutaredoxin 3, as candidate target binding partners for the compound. 
QCM analyses revealed that neoechinulin A displays high affinity for both chromogranin B and 
glutaredoxin 3. RNA interference-mediated depletion of chromogranin B decreased the sensitivity of 
PC12 cells against SIN-1. Our results suggested chromogranin B is a plausible target of neoechinulin
 A.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
ネオエキヌリン A（図１）は真菌から単離

されたインドールアルカロイドであり、抗酸

化活性、抗炎症活性など様々な生理活性を示

すことが報告されている。本研究では、ネオ

エキヌリン A がもつ神経保護作用に着目し

た。ネオエキヌリン A は神経細胞の

3-morpholinosydnonimine (SIN-1) による細胞

死を抑制する。SIN-1 は活性窒素であるパー

オキシナイトライト（ONOO-）を発生させ、

細胞死を誘導する。活性窒素による神経細胞

傷害は、アルツハイマー病やパーキンソン病

などの神経変性疾患との関連性が知られて

いる。興味深いことに、ラット副腎褐色細胞

腫 PC12 を用いた実験では、ネオエキヌリン

A の保護効果は分化前の PC12 細胞では見ら

れず、神経成長因子によって神経細胞へと分

化した PC12 細胞のみでみられる 1)。また、

マウスを用いた実験では、ネオエキヌリン A

は抗うつ作用をもち、学習記憶障害を改善す

ることが明らかにされている。 

 

 

 

 

 

 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに、ファージディスプレイ

法を基盤とする手法により、様々な生理活性

物質の結合タンパク質を同定している。そこ

で本研究では、ファージディスプレイ法を用

いてネオエキヌリン A の標的タンパク質を

同定することを目的に研究を行った。さらに

神経保護作用のメカニズム解明を目的とし、

得られたタンパク質と神経保護作用の関連

性を調べた。 

 
３．研究の方法 
神経細胞へ分化した PC12 細胞より作成し

た cDNA をファージベクターに組み込み、フ

ァージの外殻タンパク質にペプチドとして

提示させたファージライブラリーを作成し

た。このファージライブラリーを、ビオチン

化ネオエキヌリン A（図２）2) を固定化した

ウェルに加えた。洗浄後、ネオエキヌリン A

に結合するペプチドを提示しているファー

ジを溶出し、得られたファージの DNA 配列

を解析することで結合ペプチド（タンパク

質）を同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
４．研究成果 
ファーディスプレイ法によってネオエキ

ヌリン A 結合ファージをスクリーニングし、

結合ファージを SDS を含む緩衝液によって

溶出した。その結果、表１のファージクロー

ン No.1 と 2 を得た。また、結合ファージの

溶出液を過剰なネオエキヌリン A を含む緩

衝液に変え、競合的に溶出した結果、ファー

ジクローン No.3 と 4 を得た。ファージクロ

ーンが提示するペプチド配列を解析した結

果、クローン No.1 は glutaredoxin-3、クロー

ン No.2, 3, 4 は chromogranin B

（secretogranin-1）と相同性を持つことが明ら

かになった（表１）。glutaredoxin（Grx）ファ

ミリーは細胞内で還元型グルタチオン

（GSH）から酸化型グルタチオン（GSSG）

を生成する反応などを触媒する酸化還元酵

素であり、Grx ファミリーは酸化ストレスと

の関連性が示唆されている。chromogranin B

は神経内分泌顆粒のタンパク質であり、生物

N
H

HN

NH

O

O

 
図１ ネオエキヌリン Aの構造 

 

図２ ビオチン化ネオエキヌリン Aの構造 



活性ペプチドの前駆体と考えられている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ス ク リ ― ニ ン グ に よ り 得 ら れ た

glutaredoxin-3と chromogranin Bの断片を提示

するファージクローンNo.1とNo. 2を用いて、

ネオエキヌリン A と結合するかどうかを解

析した。クローン No.1と No. 2をビオチン化

ネオエキヌリン A を固定したウェルあるい

は未固定のウェルに加え、回収率を算出し、

これらの回収率の比を L/N とした（図３）。

その結果、ファージクローン No.1と No. 2は

ビオチン化ネオエキヌリン A と結合するこ

とが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 次に水晶発振子マイクロバランス（QCM）

法を用いて、glutaredoxin-3と chromogranin B

タンパク質とネオエキヌリン A の相互作用

を解析した。ビオチン化ネオエキヌリン Aを

センサーチップに固定し、glutaredoxin-3タン

パク質を添加したところ振動数の減少が見

られた。このことからネオエキヌリン A は

glutaredoxin-3 と結合することが示唆された。

Chromogranin Bも QCM法により相互作用解

析を行ったところ、このタンパク質もネオエ

キヌリン Aと結合することが示唆された（図

４）。ネオエキヌリン A の glutaredoxin-3 と

chromogranin Bに対する解離定数はそれぞれ

11 nM、18 nMと見積もられ、二つのタンパ

ク質と高い親和性をもつことが明らかにな

った。さらにプルダウン法によりネオエキヌ

リン A とタンパク質の相互作用を解析した。

ビオチン化ネオエキヌリン A をストレプト

アビジンビーズに固定化し、chromogranin B

との結合を解析した。その結果、ネオエキヌ

リンAと chromogranin Bの結合が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に siRNA を用いて、 PC12 細胞の

chromogranin Bと glutaredoxin-3をノックダウ

ンし、ONOO–に対する感受性を調べた。PC12

細胞を siRNAで処理し、神経成長因子によっ

て神経細胞へと分化させた。分化後、ONOO–

 

図４ QCM によるネオエキヌリン A と

Chromogranin B の相互作用解析 

 Final concentration  
1: 6.4 nM, 2: 13 nM, 3: 19 nM, 
4: 26 nM, 5: 32 nM, 6: 38 nM  

表１ スクリーニングにより得られたファージ

クローンが提示するペプチド配列 

No. Amino acid sequence 
Protein name 
 (region) 

Identity 
 (%) 

1 
NSQKVDRLDGAHAPELTK
KVQRHVSSGSFPPSTNEHV
KEDLNLRLKKLTHAAP 

Glutaredoxin 3  
(95–147 a.a.) 

100 

2 
NSSEKHNAFSNKRSEASAK
KKEESVARAEAHFVELEKT
HSRESLRPHSSN 

Chromogranin B 
(190-230 a.a.) 

97 

3 

NSSEKHNAFSNKRSEASAK
KKEESVARAEAHFVELEKT
HSREQSSQESGEEKACGRT
RVTS 

Chromogranin B  
(190–239 a.a.) 

98 

4 
NSSEEVSFPDRQKGKGTTT
QRQGAGARSLSCS 

Chromogranin B  
(490–515 a.a.) 

61 

 

図３ シングルクローンファージを

用いた結合実験 

 



を発生させる SIN-1を処理することで細胞死

を誘導し、感受性の変化を調べた。その結果、

chromogranin B のノックダウンにより SIN-1

に対する感受性が下がり、glutaredoxin-3のノ

ックダウンでは SIN-1に対して感受性が上が

ることが示唆された。さらに SIN-1に対する

ネオエキヌリン A の保護効果の変化を調べ

た。chromogranin Bと glutaredoxin-3のノック

ダウンは、ネオエキヌリン Aの保護作用に顕

著な影響を与えなかった。以上の結果から、

ネオエキヌリンAは chromogranin Bに結合し、

その機能を阻害することで ONOO-に対する

感受性を下げていることが示唆された。 

Chromogranin Bと同じタンパク質ファミリ

ーである chromogranin Aはアルツハイマー病

やパーキンソン病などの神経変性疾患との

関連性が示唆されている 3)。Chromogranin A

は誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）の発現

を誘導し、一酸化窒素 NOを産生させること

でミクログリアを活性化する。ミクログリア

の活性化は様々な神経変性に関わることが

知られている。一方、ネオエキヌリン Aはβ

アミロイドによって誘導される iNOS を介し

たミクログリアの活性化を抑制することが

報告されている 4)。 Chromogranin B も

chromogranin Aと同様にNO産生やミクログ

リアの活性化に関わっている可能性も考え

られ、ネオエキヌリン Aによってこの機能

が抑制されているのかもしれない。本研究

により、chromogranin B が神経変性疾患の

治療薬の標的となりうる可能性が示唆され

た。 
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