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研究成果の概要（和文）：酵素と酵素阻害剤の関係は一対一の反応をイメージするのが一般的である。ところ
が、我々は酵素に対して多対一で阻害する低分子を発見した。Mn007という低分子化合物は筋ジストロフィ治療
薬の候補化合物として2015年に報告された。我々はこのMn007がその溶解度を超えて不溶になり始めると、DNase
 Iに対する阻害活性が現れることを発見した。シクロデキストリンを用いてMn007の凝集物を強制的に可溶化さ
せると、阻害効果が消失した。顕微鏡観察においてもMn007凝集物とDNase Iの相互作用が確認された。種々の検
討から、DNase Iの阻害にMn007分子の凝集が重要であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of enzyme inhibition by an inhibitor is commonly recognized as
 a one-on-one reaction. However, we discovered a small molecule that inhibits an enzyme in a 
many-on-one manner. Mn007 is a small molecule compound reported in 2015 as a candidate for muscular 
dystrophy therapeutics. We found that when Mn007 exceeded its water solubility and became insoluble,
 it exhibited the inhibitory activity against DNase I. When cyclodextrin was used to solubilize 
Mn007 aggregates in water, the inhibitory effect disappeared. Microscopic observation also confirmed
 the interaction of Mn007 aggregates with DNase I. The various investigations revealed that the 
aggregation of Mn007 molecules was important for the inhibition of DNase I. Our finding would open 
up a new field in drug discovery.

研究分野：生物化学工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまで想定されていなかった阻害剤分子多数対酵素一分子という阻害様式を発見した。このこと
は生化学分野における酵素阻害の認識を大きく広げるものである。酵素阻害は創薬と深く関連するからである。
またこれまで難しかったDNA分解酵素の阻害を実証できたことは大きい。これを元により実用的なDNA分解酵素阻
害剤の開発につながる可能性がある。特に、DNA分解酵素は溶連菌感染症と深く関わっているため、実用的なDNA
分解酵素阻害剤の開発はこれまで有効な手立てがなかった劇症型溶血性連鎖球菌の薬になる可能性を秘めてい
る。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
化合物１が比較的高濃度（220 µM）で FKTN 型

筋ジストロフィーモデルマウスに対して薬効を示
すことを連携研究者の池田（藤田医科大）が発見し
ていた。しかしながら、Mn007 が水難溶性であり、
薬として投与するためには可溶化させる工夫が必
要であった。そこで池田と丸山は水難溶性の化合
物１を、有機溶剤を用いず水に高濃度で溶かすこ
とを検討した。2-ヒドロキシプロピルβシクロデ
キストリンにより化合物１を包接し、化合物１の
水溶性を向上させることには成功したが、薬効が
下がってしまうという壁に苦しんでいた。同時に、
化合物１が細胞内の特定の酵素に対して阻害機能
を発揮すると予想し、いくつかの検討を重ねたと
ころ偶発的に DNA 分解酵素に対して顕著な阻害
活性を示すことを共同研究者の青井（神戸大医学
研究科）が発見した。DNA 分解酵素の阻害剤は、二価金属イオンのキレート剤が古くから
知られている。しかしながら、このキレート剤は生体適合性がなく、また環境中での安定性
も非常に高いため、実用的ではない（難分解性）。また他にも阻害剤として二種類ほど報告
があるが、生体適合性がなく実用的ではない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、化合物分子の凝集が引き起こす全く新しい酵素阻害機構の解明に挑戦する
（図１）。我々は図１に示した多環式低分子化合物 Mn007 がその溶解度を超えて不溶になり
始めると、DNA 分解酵素に対する阻害活性が現れることを発見した。従来の阻害剤は、阻
害剤１分子がタンパク質１分子と相互作用し、阻害効果を発揮していた。本研究で明らかに
する酵素阻害機構は、１分子では特段の機能を持たない低分子化合物が分子レベルで凝集
し、この凝集体が核酸分解酵素（DNase）に対して阻害活性を示すという全く新しいもので
ある（図１）。本研究では、１分子では特段の機能を持たない低分子化合物が凝集すること
で酵素阻害機能を発揮することの実証を目的と
した。 
 
３．研究の方法 

DNase 活性測定：蛍光修飾オリゴ DNA（2 本
鎖、20-mer）と DNase I、DMSO に溶解した Mn007

を緩衝液中で混合し、蛍光光度計を用いて
Ex/Em=495/515nm の蛍光を経時的に測定した。単
位時間当たりの蛍光強度変化を酵素活性とした。 

分子の凝集測定：DNase I 活性測定と同じ条件で
Mn007 水溶液を作製し、DLS 装置を用いて光散乱
強度を測定した。Mn007 濃度に対して散乱強度を
プロットした。 

 

４．研究成果 

Mn007 による DNase I の阻害と、Mn007 の凝
集状態が相関しているかどうかを調べた。蛍光
DNA を用いた実験から、DNase I は Mn007 が
およそ 45 µM 以上の濃度で阻害された。溶液の
光散乱測定から、Mn007 は 45 µM から凝集体
の形成が確認された（図 2）。以上から、Mn007

は凝集して初めて DNase I を阻害することが示
唆された。 

DNase I はその酵素活性に２価金属イオン
（Mg2+）を必要とする。そのため Mn007 が金属
イオンのキレート剤として関与している懸念
が考えられた。そこで Mg2+濃度を 3～12 mM に
変化させ、Mn007 による DNase I 阻害を調べた。
その結果、いずれの Mg2+濃度においても DNase 

I 阻害は Mn007 濃度 45 µM から観測された。こ

図１ 本研究で用いる新規酵素阻害

剤（Mn007）とその分子凝集による

酵素阻害のイメージ 
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図２ Mn007 による DNA 分解酵素

（DNase I）の阻害（青）および Mn007

の凝集濃度測定（赤） 
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のことは、Mn007 による DNase I 阻害は Mg2+に対するキレート効果でないことを示してい
る。 

次に Mn007 分子の凝集状態が阻害に直接関与していることを示すため、阻害効果を示す
Mn007 濃度 90 µM において 2-ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリンを用いて Mn007

を強制的に溶解させた。2-ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリンは Mn007 分子を包摂
し、水に可溶化可能である。Mn007 濃度 90 µM において凝集状態では明確な阻害効果が観
測されたにもかかわらず、2-ヒドロキシプロピル-β-シクロデキストリン存在下では DNase 

I 阻害効果が消失した（図３）。このことは Mn007 の凝集が DNase I 阻害に重要であること
を強く示している。 

次に Mn007 凝集体と DNase I の相互作用を共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。ここで
は DNase I 分子に rhodamine B（赤色蛍光）をラベル化し、蛍光顕微鏡観察に用いた。その
結果、Mn007 凝集体に対する DNase I の吸着が観察された。このことは、Mn007 凝集体に
DNase I 分子が吸着し、このことが DNase I 酵素機能を阻害していることを強く示唆してい
る。 

続いて、Mn007 の分子
構造を改変し、Mn007 よ
り凝集能が高い化合物
compound 1 と緩衝液中で
凝 集 し な い 化 合 物
compound 2 を合成した。
これらについても DNase 

I の阻害活性と凝集の相
関を調査した。compound 

1 は Mn007 より低い濃度
（約 10 µM）から凝集を
開始し、それに伴って
DNase I の阻害開始濃度
も低下した（約 10 µM、
図４上）。一方、compound 

2 は DNase I の活性測定
溶液中で凝集せず、DNase I

の阻害もしなかった（図４
左）。以上から、Mn007 の基
本骨格は凝集することで
DNase I を阻害する特性を
持つことが強く示唆された
（図５）。 

 この Mn007 は DNase I の

みならず DNase II にも阻害

効果を示した。そのときの

Mn007 濃度も凝集体ができ

る濃度であった。 

教科書的には、酵素阻害

剤は一分子が酵素一分子に作用し、酵素機能を阻害するとされている。さらに阻害様式は、

拮抗阻害、非拮抗阻害、不拮抗阻害等に分類される。多くの疾病薬がこの阻害機構を元に開

発されてきたが、この様式に当てはまらない酵素阻害が存在する可能性が高い。このことは

これからの創薬戦略にも大きな影響を与えると考えられる。 

DNase は溶連菌感染症を引き起こす溶血性連鎖球菌が人体内で増殖する際に分泌する酵

素としてもしられている。人体は微生物等の侵入外敵に対して好中球細胞外トラップ(NETs)

を放出し、菌類を捕縛・分解している。NETs は主に DNA でできているため、溶血性連鎖

球菌は NETs を DNase により分解し、好中球による攻撃を回避し、増殖・感染拡大する。

つまり DNase 阻害剤は溶連菌感染症の薬になりうる。1987 年から劇症型溶血性連鎖球菌が

報告され、21 世紀においてもこの劇症型の致死率は３０％を超える。病状進行が早いため

特効薬が待ち望まれている。今後溶血性連鎖球菌の分泌するDNaseおよび増殖抑制にMn007

やその類似化合物が機能するかどうかを検証していく。 

図５ Mn007 凝集体による DNase I の阻害イメージ 

図 4 Mn007 類似化合物による DNase I の阻害 
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