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研究成果の概要（和文）：トランスシアリダーゼ(TS)は、寄生性のトリパノソーマ原虫の一部にのみ検出される
酵素で、シャーガス病の病原原虫Trypanosoma cruziにおいては、原虫のヒトへの感染に重要であることが示さ
れている。東京大学創薬オープンイノベーションセンターの協力を得て行ったスクリーニングを基に有効な阻害
剤を得ることが出来た。これまでTSに対する有効な阻害剤が見つかっておらず、その機能検証も困難であった
が、この化合物を用いることで、感染におけるTSの役割を明らかにし、新しいシャーガス病治療薬開発につなが
ることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Trans-sialidase of Trypanosoma cruzi has been shown as an important key 
factor of T. cruzi in Chagas’ disease. In this research, we have obtained some trans-sialidase 
inhibitor molecules from the first random screening of 9,600 core chemical compound library of open 
innovation center for drug discovery, The University of Tokyo, and further analysis of the 
derivatives based on the positive compounds at the first screening. No effective inhibitors enough 
for functional analysis have been reported yet and we are currently engaged in experiments with the 
new trans-sialidase inhibitors how trans-sialidase influences the parasite process of infection to 
and development in the host cells. We believe the inhibitor is a key for a new therapeutic agent of 
Chagas’ disease. 

研究分野： 原虫の生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Trypanosoma cruzi はシアル酸を合成する

ことが出来ない。しかし感染に際して、原虫
表面のシアル酸が、宿主細胞との接着、侵入
に重要であることが示され、この矛盾を説明
する酵素としてトランスシアリダーゼは発
見された。 
トランスシアリダーゼは、寄生性のトリパ

ノソーマ属原虫の一部のみに検出される特
徴ある酵素で、ヒト等の宿主哺乳動物や媒介
昆虫には存在しない。シャーガス病の病原原
虫 T. cruzi においては、哺乳動物に感染し
た血流中でのトリポマスチゴ－トstageで非
常に高い活性が検出され、宿主由来の糖複合
体の末端にあるシアル酸を切断して、原虫表
面のガラクトース受容体に転移する活性を
示す。トランスシアリダーゼ及びシアル酸を
受取った分子は、原虫の宿主防御機構からの
認識回避、免疫抑制、宿主細胞との接着、侵
入等、原虫のヒトへの感染に重要であること
が示されている。 
また、シアル酸は種々の細胞認識、細胞間

シグナル伝達やレセプターとして機能し、細
胞機能の活性化あるいは抑制の引き金、コン
トロールを荷っていることが示されている。
原虫から分泌されたトランスシアリダーゼ
が、様々な細胞に働きかけて、シャーガス病
の急性期、慢性期の症状を引き起こす原因と
なっていることも示唆されている。しかし、
トランスシアリダーゼに対する有効な阻害
剤が見つかっておらず、活性を制御して役割
を検証すること、それを基にして治療薬の開
発へと進めることが出来ていない、というの
が現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、東京大学創薬オープンイノベー

ションセンターの協力を得てトランスシア
リダーゼ阻害剤のスクリーニングを行い、得
られた化合物の有効性を示す事、さらに発展
させてより阻害活性の高い治療薬開発のリ
ード化合物を得ること、それらを用いてトラ
ンスシアリダーゼの役割を調べることを目
的としている。 
 
３．研究の方法 
遺伝子クローニングした T. cruziトラン

スシアリダーゼを用いて、酵素活性を指標に
阻害剤のスクリーニングを行った。阻害効果
を示す化合物については、それらの阻害機構
の解析と阻害係数の測定、生化学的な解析に
用いた。 
(１) トランスシアリダーゼの大腸菌での

発現と精製： 
既にクローニングしている T. cruziトラ

ンスシアリダーゼファミリー遺伝子を用い
た。その N末端シグナル配列、C末端リピー
トとGPIに置換される領域を除去した酵素活
性に必要な領域を pET プラスミドに挿入、大
腸菌 BL21(DE3)で発現させ、遺伝子の C末端

部分に導入したHisタグを利用してのNi-NTA 
Superflow と、DEAE-Sepharose で精製した酵
素標品を使用した。 
(２) 酵素活性阻害を指標とした化合物ラ

イブラリーのスクリーニング： 
１次スクリーニングには、蛍光ラベルした

シアル酸誘導体 2’-(4-methylumbelliferyl)
α-D-N-acetylneuraminic acid (4MU-NANA)
を用いてシアリダーゼ活性の阻害を見た。従
来 96 well plate を使用して 20μLで反応を
行った後、200μL の 0.2M TrisHCl pH9.5 を
加えて蛍光強度を測定していたが、1 次スク
リーニングには 384 well plate を使用する
方が効率的であり、それに合わせて 16μLで
反応を行って 80μL の 0.5M TrisHCl pH9.5
を加えて測定した。さらに、阻害効果の認め
られた化合物については、トランスシアリダ
ーゼが酵素として働いている環境である中
性と酸性条件(pH7.2 と 5.0)、トランスシア
リダーゼ活性の受容体であるLactoseの存在
下と非存在下での阻害活性を調べた。 
(３) 蛍光基質を用いたトランスシアリダ

ーゼ活性の測定： 
阻害効果を示した化合物を２次スクリー

ニングに用い、シアル酸を転移する活性への
影響を調べた。従来アイソトープを使用して
いたトランスシアリダーゼのシアル酸転移
活性の測定を、蛍光ラベルした基質を使用し
て行った。Sialyllactose をシアル酸供与体、
4MU 標識した Galactose をシアル酸受容体と
して反応を行い、シアル酸を受け取った
4MU-Gal を QAE–Sepharose で trap、酸性条件
下で溶出した後で加熱して 4MUと Gal の結合
を切断し、シアル酸を受け取った 4MU-Gal を
4MU の蛍光として定量した。 
 
Sialyllactose + Gal-4MU  

↓ Trans-sialidase  
Lactose + Sial-Gal-4MU  

↓ QAE-Sepharose  
↓ trapped, elution, 

[Sialyllactose, Sial-Gal-4MU]  
↓ acid treatment  

Measure free 4MU 
 

４．研究成果 
(１) 東京大学創薬オープンイノベーショ

ンセンターの 9600 コア化合物を用いた 1次
スクリーニング： 
大腸菌で発現、精製した T. cruziトラン

スシアリダーゼを用いて、蛍光ラベルしたシ
アル酸誘導体 4MU-NANA の分解、シアリダー
ゼ活性を指標にして 9600 コア化合物を調べ
た。スクリーニングは 10μMで行い、バック
グランドとコントロールの測定値から、プレ
ート毎の S/B、CV、Z’を算出して、Z’値が
0.5 以下と測定値のバラつきの大きかった１
プレートについては再度測定を行った。 
多少なりとも阻害効果の求められた化合

物、30％以上の阻害が認められた化合物が



220(2.2％)、そのうち約 100 の化合物(1％程
度)が 50％以上の阻害、32 の化合物(0.3％)
では 80％以上の阻害を示した。これら 30％
以上の阻害を示した化合物について再度 10
μM で活性阻害実験を行って、50％以上の阻
害効果を示した 24 化合物を濃度依存性阻害
実験に使用した。 
4 度の濃度依存性阻害実験の結果、9 化合

物で安定して 70％以上の酵素活性阻害が認
められ、5化合物については 90％程度の阻害
が得られた。そのうち 2 化合物については、
2.5μMで 70％以上、0.625μMでも 50％程度
の阻害を示した。この結果を基にして、70％
以上の酵素活性阻害が認められた9化合物を
含む 50％以上の阻害を示した 13 化合物の構
造公開と、それら化合物の関連誘導体の提供
を東京大学創薬オープンイノベーションセ
ンターに要求した。 
(２) 1次スクリーニングで阻害効果の認め

られた化合物とそれらの類似化合物による
阻害効果の確認と検索： 
9600コア化合物を用いた1次スクリーニン

グで阻害効果の認められた 13 候補化合物と
その類似体である 77 化合物を使用して、確
認を含めてより有効な阻害化合物のスクリ
ーニングを行った。阻害活性の測定において、
各々の化合物における阻害の強さの傾向は
保たれているのであるが、阻害の割合につい
ては測定値にバラツキが認められ何度かの
実験を行って阻害を示す化合物を検索した。
また、これら化合物をスクリーニングするに
あたっては、シアル酸受容体である Lactose
の存在がシアル酸切断の過程に影響を与え
るか否か、トランスシアリダーゼが酵素とし
て働いている環境である中性pH7.2と酸性条
件 pH5.0 とで阻害の強さに違いが認められ
るか否か、についても調べた。 
10μMで安定して70％以上の阻害効果を示

した化合物が 8種類、そのうち 6化合物では
90％以上の阻害活性、2.5μM でも 50％以上
の阻害が認められた。それらの 3 化合物は 1
次スクリーニングで強い阻害効果の認めら
れた化合物であった。 
大部分の化合物においては、Lactose の存

在がシアル酸を切断する反応に影響を与え
なかったが、一部化合物で阻害が弱くなる場
合が認められた。トランスシアリダーゼは、
最初４MU-NANA あるいは Sialyllactose 等の
シアル酸供与体のシアル酸と結合し、その後
受容体の Lactose にシアル酸を渡すか、受容
体の非存在下では水にシアル酸を渡す。この
時、シアル酸を結合している状態と結合して
いない状態で酵素の立体構造が異なること
が示されており、Lactose の存在が化合物の
阻害効果を弱くすることは、酵素が Lactose
と結合する状態において、その化合物と酵素
の結合が妨げられて阻害がかかりにくくな
ることを示唆している。Lactose の存在が阻
害活性に影響を与える化合物と与えない化
合物で、トランスシアリダーゼの推測される

種々の機能における影響を比較して、シアル
酸を切断することが重要なのか、シアル酸を
受け渡しすることが重要であるのか、区別し
て調べることが可能になると期待される。 
また、ほとんどの化合物で阻害効果に pH

の影響は認められなかったが、一部の化合物
で酸性条件pH5.0では阻害が低くなる傾向を
示した。その化合物には解離基が存在し、pH
によって解離、電荷の状態が異なることが酵
素との結合に影響し、阻害のかかり方に影響
を与えたものと考えられる。 
(３) 阻害剤効果を示す化合物の構造と活

性の相関： 
1 次スクリーニングで阻害効果の認められ

た化合物とその類似化合物、合計 90 化合物
から10μMで90％以上の阻害を示す5化合物
を得た。2 化合物は 1 次スクリーニングで強
い阻害の認められた化合物、3 化合物は周辺
化合物から得られたものである。1 次スクリ
ーニングで阻害効果の認められた化合物の
類似化合物を各々6～8 化合物調べているが、
必ずしもそれら類似化合物に阻害活性が認
められるわけではない。阻害効果を示した化
合物は全体としての構造は異なっているが
部分的な類似性が認められ、酵素との相互作
用が非特異的な結合ではないことが推測さ
れる。非常に類似した構造をしていても側鎖
末端のメチレン基が一つ長くなったり短く
なったりするだけで阻害効果を失う例が幾
つか認められ、さらに詳細に置換基の影響を
見ていく必要があることが示された。 
阻害効果が認められた化合物について、タ

ンパク質と低分子化合物との結合を検出す
ることの出来るProtein Thermal Shift Assay
を行った。高濃度の Sucrose の存在下では変
化を認められなかったが、Lactose の存在下
では0.6℃程度のTm値のshiftを伴う蛍光強
度の変化が観測された。90％以上の阻害がか
かる10μMの阻害剤化合物の存在下では変化
をほとんど検出することが出来なかったが、
一部の阻害化合物では、40μMの濃度で Tm 値
は shiftしないが蛍光強度の変化が認められ
た。トランスシアリダーゼと阻害化合物の結
合はそれほど強くなくて全体としての構造
変化を検出することは困難であることが示
された。 
(４) 培養液中の低分子化合物による阻害

剤の効果への影響： 
トリパノソーマ原虫の宿主細胞侵入にお

けるトランスシアリダーゼの役割を調べる
にあたって、原虫から培地中に分泌されるト
ランスシアリダーゼに対する影響を調べた
が、全く阻害が認められず、培養液中に含ま
れる何かが妨害していることが示唆された。
酵素活性を測定する条件下で 95％以上の阻
害がかかる濃度、スクリーニングで得られた
化合物については 10μM、従来から時々使用
されているシアル酸誘導体 2-Deoxy-2,3- 
dehydro-n-acetyl-neuraminic acid (DANA)
については 16mM で使用したが、2～5％を超



える阻害は検出することが出来なかった。阻
害剤の効果を打ち消す作用は、血清を除去し
た培地のみでも認められ、アミノ酸、ビタミ
ン等の低分子の組成の一部によるものと思
われる。 
10μMで 90％以上の阻害効果を示す 5化合

物について、シアル酸を切断するシアリダー
ゼ反応とシアル酸を受容体に転移するトラ
ンスシアリダーゼ反応に対する阻害活性の
比較、両方の活性に対する培地成分の影響を
調べた。阻害剤非存在下では、培地が存在す
るとシアリダーゼ反応、トランスシアリダー
ゼ反応ともに数倍高い測定値が得られ、培地
中に酵素を活性化する成分が存在すること
が示唆された。阻害剤 5化合物は、シアリダ
ーゼ反応とトランスシアリダーゼ反応に対
する阻害効果、培地成分が共存することによ
る阻害の減弱について、相対的に類似した応
答を示し、酵素に対して同じ部位に作用して
いることが推測された。強い阻害効果を示し
た化合物を用いることで、活性測定中に相対
容量として 1/4 の培地成分が共存しても、2
μMの濃度で酵素活性を90％以上阻害するこ
とが出来ることがわかった。これは、実験条
件を検討すれば、原虫の宿主細胞への侵入過
程においてトランスシアリダーゼの活性を
阻害して侵入への影響を調べることが可能
であることを示している。 
トリパノソーマ原虫の培養液中に阻害剤

の効果を妨害する成分が存在することは、そ
れら成分の存在下でも酵素活性を阻害する
ことのできるさらに有効な化合物の開発が
必要であることを示している. しかし、これ
まで細胞レベルでトランスシアリダーゼの
機能を阻害することが出来なかったことを
考慮すると、培養実験に使用することの出来
る阻害化合物を見つけることが出来たこと
は有益なことである。トリパノソーマ原虫の
宿主細胞への侵入、侵入後の原虫の増殖、原
虫が分泌するトランスシアリダーゼによる
宿主の様々な細胞機能の変化と病態への関
与等、トランスシアリダーゼが関わっている
ことが推測されている各々の現象を、阻害剤
を使用してより明らかにし、現在待たれてい
るシャーガス病の有効な治療薬の開発へと
進めたいと考えている。 
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