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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の根治薬を創製するために、APPやタウの双方に関与するDYRK1Aに
着目し、DYRK1Aを阻害する化合物をin silicoで探索することを目的とした。報告されているDYRK1Aを阻害する
化合物の構造を基に、統合計算化学システムMOEによりDYRK1Aと化合物の相互作用を比較した。汎用されている
化合物harmineを基に、研究室で有している化合物について検討した。その結果、harmineよりも高い親和性を有
する化合物を見出した。さらに、高い親和性を有する化合物の置換基を付加・交換することでより強力な親和性
を有する化合物を作製することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To development novel drugs for Alzheimer’s disease, we focused on DYRK1A, 
which is involved in both APP and tau, and aimed to find compounds that inhibit DYRK1A in silico. 
Based on the reported structures of compounds that inhibit DYRK1A, the interaction of the compounds 
with DYRK1A was compared using the integrated computational chemistry system MOE. Based on the 
general-purpose compound harmine, the compounds possessed in the laboratory were examined. As a 
result, compounds with higher affinity than harmine were found. Furthermore, compounds with stronger
 affinity were successfully prepared by adding or exchanging substituents of compounds with high 
affinity.

研究分野：生化学

キーワード： アルツハイマー病　ダウン症　21番染色体　DYRK1A　阻害剤　in silico

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、in silicoでのDYRK1Aの阻害剤開発を行い、実験で汎用されている化合物であるharmineよりも
DYRK1Aに親和性が高い化合物を見出した。本化合物およびその誘導体のDYRK1Aとの予測される相互作用は非常に
強力なものであり、アルツハイマー病の有用な治療薬になる可能性が高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 平成 28 年版高齢社会白書によると、2020 年には 65 歳以上の認知症の有病者は 600 万人に
達すると予想され、その半数以上はアルツハイマー病 (Alzheimer’s disease, AD) であると見積も
られている。現在 ADに対して臨床使用されている薬剤は、症状改善薬であり、根治のための病
態修飾薬は存在しないことから、依然として ADはアンメット・メディカル・ニーズの高い代表
疾患である。近年、ADの一次病因物質である βアミロイド (amyloid-β peptide, Aβ) の産生を担
う酵素 (βおよび γ セクレターゼ) に対する阻害剤の臨床試験が行われたが、副作用等の問題か
ら相次いで開発中止となっている。一方、神経毒性を有する可溶性 Aβの凝集体に選択的に結合
する抗体 BAN2401 の臨床試験では、脳内 Aβ量の有意な減少と症状の進行抑制が確認されてい
ることから、ADの根本的治療薬の開発として Aβを標的とすることは間違っていないと考えら
れる。そこで応募者は、ADの根本的治療薬の開発のためには Aβ産生系を標的としない新しい
治療戦略による薬剤開発が必要であると考えて Aβ分解系に着目した。 
 
(2) 脳内の Aβは、II型膜タンパク質であるネプリライシン (neprilysin, NEP) と呼ばれる中性エ
ンドペプチダーゼによって主に分解される。応募者らは、NEP の過剰発現を試みた AD モデル
マウスにおける実験的遺伝子治療を行い、神経細胞のみに NEP を発現させて脳内 Aβ の減少お
よび認知機能の改善に成功している。つまり、NEPの発現や活性の増強は、ADの治療薬開発の
ブレークスルーとなることが示唆される。しかしながら、作用機構が明らかになっている NEP
の発現や活性を増強する化合物は極めて少なく、ソマトスタチンのみが報告されている。ソマト
スタチンは、神経ペプチドであることから経口摂取には不向きであり、異なる切り口による戦略
が求められている。 
 
(3) 近年の AD治療薬の臨床結果を踏まえ、応募者らは早期から ADを発症するダウン症 (Down 
syndrome, DS) に着目した。DS者および健常者の線維芽細胞を 2例ずつ用いて NEP活性を測定
した結果、DS者由来細胞では健常者由来細胞と比較して有意に NEP活性が低下していた。この
要因として、DS 者でトリソミーとなっている 21 番染色体上に存在する二重特異性チロシン－
リン酸化調節キナーゼ DYRK1A (dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase 1A) に焦
点を当て、DYRK1Aの siRNAによる発現抑制や阻害剤による活性阻害を行ったところ、NEPの
活性が回復することがわかった。 
 
２．研究の目的 
 DYRK1Aがセリン/スレオニン キナーゼであることから、リン酸化を介した NEPの活性低下
であることが示唆されるが詳細なメカニズムは不明である。そこで本研究課題では、これらの結
果をさらに発展させるために、DYRK1Aによる NEPの活性低下機構を分子レベルで明らかにす
ることを目的とする。また、DYRK1Aの発現が増加している AD脳でも NEPのリン酸化が増加
しているか、AD モデルマウスおよび DS モデルマウスを用いた in vivo での解析をすると共に、
ヒトの神経細胞でも同様に観察されるか、ヒト人工多能性幹細胞 (induced pluripotent stem cells, 
iPSC) から分化誘導を行った神経細胞で解析することを目的とする。 
 また、DYRK1Aの阻害剤を開発するスクリーニング系を確立し、新規 DYRK1A阻害剤の開発
を進める。 
 
３．研究の方法 
(1) 健常者由来皮膚線維芽細胞 TIG-119、TIG-120 および DS 由来皮膚線維芽細胞 Detroit 532、
Detroit 539 は医薬基盤研究所から入手した。TIG-119 および TIG-120 はイーグル最小必須培地
（minimum essential medium, MEM)に 10% ウシ胎児血清（fetal bovine serum, FBS）および 100 
U/mLペニシリンと 100 μg/mLストレプトマイシン、2 mM L-glutamineを含む培地で培養した。
Detroit 532および Detroit 539はMEMに 10% FBSおよび 100 U/mLペニシリンと 100 μg/mLスト
レプトマイシン、2 mM L-glutamine、非必須アミノ酸溶液、1 mM ピルビン酸ナトリウム、0.1% 
ラクトアルブミン加水分解物を含む培地で培養した（ref. ①）。ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞
はダルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco’s modified Eagle’s medium, DMEM）に 10% FBSおよ
び 100 U/mLペニシリンと 100 μg/mLストレプトマイシンを含む培地で培養した（ref. ②）。転写
因子である活性化 T 細胞核因子（nuclear factor of activated T cells, NFAT）が応答する配列をルシ
フェラーゼ遺伝子の上流に含むプラスミド pGL4.30、または APP の哺乳類細胞発現用プラスミ
ドを遺伝子導入試薬を用いて SH-SY5Y 細胞に導入し、hygromycin B を含む培地で選別した
（pGL4.30-SH-SY5Y細胞、または APP-SH-SY5Y細胞）（ref. ②）。 
 
(2) NFAT-カルシニューリン経路を刺激するために 1 μMイオノマイシンと 10 ng/mL 12-O-テトラ
デカノイルホルボール 13-アセタート（12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate, TPA）を添加し、
NFAT-カルシニューリン経路を抑制するために 1 μMシクロスポリン Aを添加した。その後、適



当な時間に培養した細胞を回収した。細胞を氷冷したリン酸緩衝生理食塩水で 2回洗浄し、セル
スクレーパーを用いて細胞を剥離した。剥離した細胞をチューブに回収し、4℃/4,000×g/10分間
遠心後、上清除去した。細胞を Glo Lysis Bufferで可溶化し、タンパク質濃度の定量とルシフェ
ラーゼの発光測定をそれぞれ BCA Protein Assay Kitと ONE-Glo Luciferase Assay Systemを用いて
行った（ref. ②）。 
 
(3) リアルタイム PCR、ウエスタンブロッティングまたは NEP 依存的中性エンドペプチダーゼ
活性を定量するために培養した細胞は培養上清と細胞に分けて回収し、使用時まで-80℃で保存
した。培養上清は全量をチューブに回収し、4℃/4,000×g/10分間遠心後、上清 80%を新しいチュ
ーブに移して保存した。細胞は氷冷したリン酸緩衝生理食塩水で 2回洗浄し、セルスクレーパー
を用いて細胞を剥離した。剥離した細胞をチューブに回収し、4℃/4,000×g/10分間遠心後、上清
除去して保存した（ref. ②）。 
 
(4) リアルタイム PCRを行うために、-80℃で保存していた細胞から全 RNAをハイピュア RNA
アイソレーションキットを用いて抽出し、微量分光光度計で RNA濃度を決定した。逆転写酵素
を用いて、37℃で 15分、85℃で 5秒の条件で逆転写反応を行い、cDNAを得た。得られた cDNA
を鋳型と標的とする遺伝子のプライマーを用いて、リアルタイム PCRを行った（ref. ②）。 
 
(5) ウエスタンブロッティングを行うために、-80℃で保存していた細胞を 1%または 0.5% Triton 
X-100を含む溶液で可溶化し、(2)と同様にタンパク質濃度を定量した。可溶化溶液で各サンプル
の濃度を調整し、使用時まで-30℃で保存した。ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動でタ
ンパク質を分離し、メタノールで活性化後親水化したポリフッ化ビニリデン膜 に分離したタン
パク質を転写した。転写した膜を 0.5% カゼインを含む溶液でブロッキング処理を行った後、適
切な濃度に希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させた。一次抗体との反応後、Tween 20を含む溶
液で洗浄し、適切な濃度に希釈した二次抗体と室温で一時間反応させた。二次抗体との反応後、
Tween20を含む溶液で洗浄後、化学発光試薬を用いて転写膜を処理し、デンシトメーターでバン
ドを検出した。 
 
(6) 可溶化膜画分に含まれる NEP 依存的中性エンドペプチダーゼ活性は、間接的共役酵素アッ
セイ法を用いて蛍光定量的に測定した。タンパク質 1～3 μgを蛍光性人工基質 Succinyl-L-Alanyl-
L-Alanyl-L-Phenylalanine 4-methyl-coumaryl-7-amide（Suc-AAF-MCA）と反応させ、産生した Phe-
MCA からアミノペプチダーゼによるフェニルアラニン残基の切り出しを行って遊離する 7-
amino-4-methylcoumarinの蛍光強度をマイクロプレートリーダーを用いて、励起波長 390 nm、蛍
光波長 460 nmにて測定した。NEP依存的中性エンドペプチダーゼ活性は、NEP特異的阻害剤で
あるチオルファンによる活性の低下に基づいて決定した（ref. ③）。 
 
(7) すべての実験データの数値は平均値±標準偏差で表した。平均値の比較は分散を比較し、分
散が等しいと仮定できる場合はスチューデントの t検定を行い、分散が等しいと仮定できない場
合はウェルチの t検定を行って各群間の平均値を比較した。また多重比較の場合は Dunnett法に
よる多重検定で統計解析を行った。それぞれ p < 0.05で有意とした。 
 
４．研究成果 
(1) 健常者および DS者由来線維芽細胞における 21番染色体に存在する APP遺伝子、DYRK1A
遺伝子、RCAN1 遺伝子および 21 番染色体に存在しない MME 遺伝子について、mRNA 量をリ
アルタイム PCR法で解析した（図 1）。その結果、健常者由来の線維芽細胞 TIG-119および TIG-
120と比較して DS者由来線維芽細胞 Detroit 532および Detroit 539では、21 番染色体に存在す
る APP遺伝子、DYRK1A 遺伝子、RCAN1遺伝子の発現が有意に増加していた。一方、NEP を
コードするMME遺伝子は DS者由来線維芽細胞では有意に低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 健常者および DS者由来線維芽細胞における各遺伝子の発現レベル 
 
(2) 健常者および DS 者由来線維芽細胞における NEP 活性を間接的共役酵素アッセイ法を用い
て定量した（図 2）。その結果、健常者由来の線維芽細胞 TIG-119および TIG-120と比較して DS



者由来線維芽細胞 Detroit 532および Detroit 539では、NEP活性が有意に低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2健常者および DS者由来線維芽細胞における NEP活性 
 
 
(3) 報告されている DYRK1A を阻害する化合物の構造を基に、統合計算化学システム MOE
（molecular operating environment）により DYRK1Aと化合物の相互作用を比較した。その結果、
研究で汎用されている化合物 harmineを基に、研究室で有している化合物について検討した。そ
の結果、harmineよりも高い親和性を有する化合物を見出した。さらに、高い親和性を有する化
合物の置換基を付加・交換することで、より強力な親和性を有する化合物を作製することに成功
した。 
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