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研究成果の概要（和文）：40種類の4PBA誘導体をデザインし、購入または有機合成した後、Na塩にした。各誘導
体の活性についてシャペロン活性（３種）、細胞毒性、HDAC阻害活性およびLogD値（算出）を数値化し4PBAと比
較したところ、4PBAよりシャペロン活性の強いもの、細胞毒性の弱いもの、HDACを阻害しないものなど様々な特
性を見出した。上記各活性および13種類の遺伝子に対するmRNA発現量間の相関係数を求めたところ、相関の強い
いくつかの因子が存在した。モデルタンパク質の系で評価したシャペロン活性と関して発現が相多くなる４つの
遺伝子と、HDAC阻害活性に相関して発現が多くなる３つの遺伝子を見出した。

研究成果の概要（英文）：4PBA was valued its properties by 5 kind of assays. We have determined each 
criteria to compare the properties with those of other derivatives. Forty 4PBA derivatives were 
designed then purchased or synthesized as its sodium salt. The derivatives were applied for the 
assays. Coefficient of correlation values were calculated between some parameters and mRNA 
expression amount. Four and three genes correlated highly with chaperonic activity or HDAC 
inhibitory activity, respectively. 

研究分野：創薬化学

キーワード： 化学シャペロン　構造活性相関
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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 
生体内のタンパク質メンテナンス機構の
障害や変異、老化などの要因により、正しい
三次構造が形成されなくなった（ミスフォー
ルド）タンパク質の生成を伴う疾患はフォー
ルディング異常症と呼ばれている。つまり、
タンパク質のミスフォールディングを効率
良く減少させる１つのメカニズムを明らか
にすることで、多くの疾患の予防及び治療に
新たな進展をもたらすことが考えられる。  

Sodium 4-phenylbutyrate（4PBA）は、弱い
ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の阻害
剤として知られていた化合物であるが、化学
シャペロンとして近年注目を浴びている。こ
れまでにパーキンソン病、アルツハイマー病、
ハンチントン舞踏病のモデルマウスにおい
て、4PBA がその症状を軽減することが報告
され、フォールディング異常症治療薬として
の期待が持たれている。 

 
２．研究の目的 
本研究では 4PBAを母化合物として系統的
な構造活性相関を行い、化学シャペロン活性
のみならず、Fig. 1 に示した考えられ得る
4PBA の作用に対して簡便なスクリーニング
アッセイを選択して 4PBA及びその構造類似
体を用いて構造活性相関を行い、作用メカニ
ズムの解明及びそれぞれの活性発現に必須
な構造的特徴（ファーマコフォア）を見出す
ことを目的とする。 

 
Fig. 1 メカニズム解明ストラテジー 
 
３．研究の方法 
（１）4PBA誘導体のデザイン・合成 
 系統的な構造活性相関を行うために、4PBA
誘導体のうち市販されていない化合物を合
成した。市販されている化合物に対しても水
溶性確保のためにナトリウム塩化を行った。
以下に挙げるポイントについて優先的に進
行し、結果を踏まえながら各ポイントを組み
合わせ、様々な誘導体をデザイン・合成した。 
・ベンゼン環への置換基の導入 
・ベンゼン環を他の環または等価体に変更 
・側鎖の長さの変更、置換基の追加 
・カルボン酸を他の官能基に変換 
 
（２）モデルタンパク系での化学シャペロン
活性評価 
簡便なタンパク質凝集抑制活性の指標と
して、モデルタンパク質の凝集系を用いた。
還元ラクトアルブミン（LA）と変性ウシ血清
アルブミン（BSA）を混ぜ合わせることによ

って惹起されるタンパク質凝集に対する影
響を評価した。具体的には、各濃度の 4PBA
誘導体と還元 LA及び変性 BSAを 96穴プレ
ート上で混合し、経時的に吸光度を測定する
ことでタンパク質の凝集を溶液の濁りとし
て定量的に評価した。 
 
（３）HDAC阻害活性評価 
 In vitroにおける 4PBA誘導体の HDAC阻
害活性を ENZO 社の Fluor-de-Lys® HDAC 
fluorometric activity assay kitを用いて評価し
た。 
 
（４）神経細胞毒性評価 
ヒト神経芽細胞腫由来 SH-SY5Y 細胞を用
いて候補化合物の神経細胞毒性を WST-1 法
で評価し、毒性の低いものを選出した。 
 
（５）細胞系での化学シャペロン活性評価 

SH-SY5Yに tunicamycin を添加して小胞体
ストレスを誘導する条件に対し、4PBA 誘導
体を同時に加えて細胞生存率に与える影響
を評価した。 
 
（６）変異タンパク強制発現細胞での化学シ
ャペロン活性評価 
野生型のセロトニントランスポーター 

(SERT)または変異型の SERTCT を電気穿孔
法により COS-7細胞に遺伝子導入・発現させ、
更に 4PBA誘導体を暴露し、3H標識セロトニ
ンの取込みを定量化し、その取込み量を比較
することで化学シャペロン活性を評価した。 
 
（７）転写促進遺伝子の探索 

SH-SY5Y 細胞を用いて HDAC の阻害によ
り DNA のヒストンへの親和性が弱まること
で転写が促進される小胞体ストレス関連遺
伝子やシャペロン関連遺伝子をリアルタイ
ム PCR法によって探索した。 
 
（８）タンパク質発現変動の検討 
上記（７）で明らかとなった転写促進遺伝
子の結果を裏付けするために候補タンパク
質の発現変動をウエスタンブロッティング
法を用いて定量・評価した。 
 
（９）GC/MSを用いたメタボローム解析 
 SH-SY5Y細胞を 4PBA誘導体に暴露し、そ
こから得られた抽出液中の二次代謝産物の
変動解析を島津社製 GC/MS QP-2010 および
Smart Metabolites Databaseを用いて試みた。 
 
４．研究成果 
（１）4PBA誘導体のデザイン・合成 
 40種類の 4PBA誘導体をデザインし、購入
または有機合成した後、ナトリウム塩にした
（Fig 2）。 
 
（２）モデルタンパク系での化学シャペロン
活性評価 



4PBA よりも強いシャペロン活性を有する
化合物を 7化合物見出した。これらの構造か
ら、芳香環部分の脂溶性を上げることが活性
に関与する可能性が示唆された。また、カル
ボキシル基の等価体であるテトラゾール環
置換によって活性が上がる傾向があること
も明らかとなった。 
 

Fig. 2 Structures of  4PBA Derivatives 
 
（３）構造活性相関 
シャペロン活性と HDAC阻害活性、細胞毒
性などにおいて 4PBAよりも活性が強く有意
義な化合物をいくつか見出した。また、シャ
ペロン活性に相関するパラメータや更なる
デザインへの知見などをその構造活性相関
から得た。細胞系を用いたシャペロン活性評
価において、多くの 4PBA誘導体は 4PBAと
異なり、tunicamycinの小胞体ストレス誘導に
よって減少する細胞生存率の低下を抑制す
ることはできなかったが、4 化合物において
4PBAよりも強力な活性を示した（Tasble 1）。
SERT のセロトニン取り込み量を指標とした
系では、いくつかの化合物が 4PBAより強い
化学シャペロン活性を有していることを見
出した。 

Table 1. Properties of Tested Compounds 

aThe cell viability with 2.5 mM 4PBA and 0.5 
μg/mL tunicamycin was set as control. A potent 
protective compound exhibits large value. bThe 
turbidity of 4PBA at 9 mM was set as control. A 
strong chaperonic compound exhibits small value. 
cIC50 values were calculated from dose-response 
curves of WST-1 assay. dEach value represents 
remained HDAC activity. A potent inhibitor 
exhibits small value. elogD values were obtained 
from SciFinder database.  
 
（４）転写促進遺伝子の探索 
誘導体の化学シャペロン活性の強弱と強い
相関を示す遺伝子（ KDELR1, KDELR2, 
ERO1LB, BDNF）や HDAC阻害活性の強弱と
強い相関を示す遺伝子（KDELR3, CSPG5, 
TMEM158）を見出した（Tabele 2）。化学シャ
ペロン活性と HDAC 阻害活性はそれぞれ異
なる遺伝子の発現変動と相関しており、別々



のメカニズムでタンパク質凝集抑制をコン
トロールしている可能性が示唆された。また、
4PBA と同様の挙動を示し、より発現変動の
強い化合物が確認された。これらの化合物は
in vivoにおけるフォールディング異常症治療
薬の候補化合物となることが考えられる。 
 
Table 2 Coefficient of Correlation Values 
between Evaluated Properties and mRNA 
Expressions 

 
（８）タンパク質発現変動の検討 
転写促進遺伝子や変動が観察された分子
シャペロンや小胞体関連遺伝子（GRP78, 
GRP94, KDELR1, HSP110, calnexin, CSPG5, 
ERO1LB, TMEM158, p-eIF2α）について、タ
ンパク質レベルでの変動を確認した結果、 
検討した多くのタンパク質で小胞体ストレ
ス誘導剤として用いた tunicamycin によって
発現上昇が観察され、4PBA との同時添加で
その発現上昇が抑制されず、さらなる上昇が
観察された。小胞体ストレスによって細胞の
防御反応としての発現上昇と 4PBAの細胞保
護効果としての発現上昇が相加効果を表し
ている可能性も考えられるが、その証明には
さらに詳細なメカニズム検討が必要である。 
 
（９）GC/MSを用いたメタボローム解析 
 4PBA およびその誘導体添加時の二次代謝
産物を解析し、その細胞保護効果の具体的な
メカニズム 
を解明する目的で条件検討を行った。その結
果、未処理群と比較して変動が見込まれるい
くつかの化合物を見出したが、統計的に有意
な変動を確認するまでには至らなかった。 
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