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研究成果の概要（和文）：脳虚血、神経変性疾患にても、原因蛋白質や病因は色々と明らかにされたが、臨床的
に神経保護効果を有する治療薬は非常に少ない。本研究では、特定のタンパク質間相互作用 (Protein-Protein 
Interaction; PPI)を標的としたPPI阻害剤による創薬を目指した。癌抑制遺伝子p53は中枢神経系にても多くの
細胞死に関与する。そこでp53に関するPPI阻害剤など、特にp53とMDM2,MDMXの相互作用を阻害剤する薬剤の新規
合成を施行。p53-MDM2/MDMX阻害剤は脳梗塞モデルにても神経保護効果を確認した。又、パーキンソン病モデル
マウスにおける黒質における神経保護効果も確認できた。

研究成果の概要（英文）：Protein-protein interactions (PPI) are fundamental to cell biological 
processes and are often dysregulated in various neurological disorders. PPI hence represent a huge 
class of therapeutic targets and modulation of PPI with small molecules has becoming increasingly 
important in drug discovery. To screen for novel neuroprotective small-molecule PPI inhibitors in in
 vitro and in vivo Parkinson’s disease (PD) and stroke. PPI inhibitors, with protective effects 
against MPP+-induced neuronal death in in vitro model were identified. Furthermore, oral 
administration of PPI inhibitors before MPTP mitigated MPTP-induced loss of dopaminergic neurons in 
substantia nigra, compared with saline-treated control mice. Also, PPI inhibitors mitigated ischemic
 stroke, resulting in enhanced functional outcome. The discovery of these small-molecule 
p53/negative regulator-interaction inhibitors with neuroprotective properties may pave the way to 
new therapeutic strategies for PD or stroke treatment. 

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
脳血管障害における脳保護剤には臨床的
効果は殆ど認められず、パーキンソン病や
ALS などの神経変性疾患では根治療法が未
だない。近年、異常折りたたみ蛋白（misfolded 
protein）の凝集、異常蛋白質が個体間、細胞
間で伝播する propagation 仮説が注目されて
い る 。 申 請 者 は 、 蛋 白 質 間 相 互 作
用 (Protein-Protein Interaction; PPI)阻害剤ライ
ブラリーから、神経疾患モデル系で、神経保
護を示す複数の低分子性 PPI 阻害剤(分子量
300以下)を見出すことに成功した。    
従来の PPI阻害剤は、両蛋白の結合面に挟
まるように結合して、拮抗的に結合を阻害す
るため、分子量が 1000 前後と大きなものに
なるが、蛋白質の 3次構造を標的とした我々
の PPI阻害剤は分子量 300前後と非常に小さ
く、BBB透過性が十分に期待される。我々は、
新規 PPI阻害剤についての神経細胞死抑制効
果を PD、脳虚血モデルで確認している（特
許出願済み）。中枢神経系で、以上のような
作用機序で治療効果を示す低分子化合物は
いまだ報告はなく、これら低分子 PPI阻害剤
及び、関連化合物は画期的な中枢神経系治療
薬の開発につながるものと期待される。神経
疾患においては、未だ、認知症を含む神経変
性疾患において有用な PPI阻害剤は報告され
ていない。しかし、脊髄損傷モデルにおいて
p53-MDM2阻害剤である Nutlin-3が軸索再生
に有効であること、特にMDM2-p53-IGF-1経
路の重要性が報告された（Joshi Y et al. Brain 
2015）。現在抗がん剤として、Nutlin-3は治験
中である。我々が見出している、新規の PPI
阻害剤は、蛋白質のシステインとジスルフィ
ド結合を形成し、低分子ながら特定の PPI阻
害効果を示すことが判明。本研究はこれら
PPI 阻害剤の標的タンパク質複合体を特定し
て神経保護効果の分子機構を解明、動物モデ
ルにおいて有効性を確認し、臨床的 preclinical
な状態で神経疾患予防に繋がる、革新的脳神
経保護薬の創製に道を拓くことが想定され
る。 
 
２．研究の目的 
特に癌抑制遺伝子 p53は、神経系において
も、アポトーシスに加えて、ネクローシス、
オートファジーなど多様な細胞死に関与す
る。脳虚血、神経変性疾患、またはこれらの
発症の基盤となる老化において、p53 抑制が
神経保護、老化抑制に繋がることが報告され
ている。我々は p53, TCFなどを標的とした
独自の蛋白質間相互作用  (Protein-Protein 
Interaction; PPI)阻害剤ライブラリーを有して
おり、その中から、神経疾患モデル系で、神
経保護を示す複数の低分子性 PPI 阻害剤(分
子量 300 以下)を見出すことに成功している。
本研究はこれら PPI阻害剤の標的タンパク質

複合体を特定して神経保護効果の分子機構
を解明し、細胞、動物モデルにおいて有効性
を確認する。p53 を中心とする PPI 阻害剤に
よる神経細胞死抑制薬の開発を目指すこと
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）神経細胞にて、p53 欠損は脳虚血後ア
ポ ト ー シ ス 抑 制 に よ る 神 経 保 護
(JCBF&Metab. 2006)に加え、ミトコンドリア
に お け る p53-cyclophilin D 複 合 体 が
mitochondrial permeability transition pore を開
き、虚血後ネクローシスにて重要な役割を果
たすこと（ Cell, 2012 Jun 22;149(7)）、
DAPK1-p53 Interactionがネクローシス、アポ
トーシスにおいて重要であることが報告(J 
Neurosci, 2014 May)。又オートファジーは、
細胞死、細胞生存の両者に寄与しうるが、こ
のオートファジーの役割が p53に依存するこ
と(Nature, 2013 504;7494)が報告された。p53
は、全ての細胞死に関与し、その役割は極め
て広範である。我々の独自の PPI阻害剤ライ
ブラリーについて、p53 と complex を形成し
細胞死を導きうる経路を遮断する PPI阻害剤
のスクリーニング（TR-FRET、改変 ELISA法）
を施行する。抽出化合物については、共免疫
沈降法、生体分子間相互作用解析装置(Biacore 
T200) を用いて、両蛋白の結合様式を確認し、
実際にどの経路を遮断することにより、細胞
死を抑制するかを検証する。 
（２）PPI阻害剤の脳梗塞モデルでの検討 

p53関連の PPI阻害剤の中から、in vitroレ
ベルで、初代神経細胞培養系において、in vitro 
ischemia(Oxygen Glucose deprivation)負荷に対
する神経細胞保護効果を認める新規 PPI阻害
剤を探索し、この新規 PPI阻害剤の神経保護
効果のメカニズム（p53 依存性経路、並びに
p53 非依存性経路）の解明とともに、マウス
中大脳動脈閉塞モデル（６０分間のMCAO）
を用いて、in vivo においても神経細胞死抑制
効果、神経機能改善、脳血流に与える影響の
有無につき検討する。 
（３）パーキンソン病（PD）モデルにおける
PPI阻害剤の検討 
  パーキンソン病細胞モデル（MPP+負荷）
などにおいて、新規 PPI阻害剤の神経保護効
果を検討し、保護効果がある場合は、in vivo
のMPTPモデルにおいて黒質、線条体におけ
る神経保護効果があるか検討する。急性期脳
虚血モデルと、MPTP パーキンソン病モデル
においては、その細胞死の形態が大きく異な
るため、新規 PPI阻害剤が、異なる細胞死、
異なる神経病態において有効であるかどう
か比較検討を行う。 
（４）p53と結合する p53 positive regulator及
び神経保護メカニズムの探索（MS等） 
 53蛋白との結合蛋白、結合様式を免疫沈降



法、質量分析（MS）、Biacore T-200などを用
いて、病態における詳細な解析を施行する。
本課題においては、細胞レベル或いは、in vivo
の病態下（脳虚血、パーキンソン）における、
両群の脳、採血サンプルをとり、その神経保
護メカニズムを検討する。細胞内の PPI現象
については nano-BRET 法或は、 Fluoppi 
(Fluorescent based technology detecting 
Protein-Protein Interactions) 法を用い、実際に
細胞内においても、PPI 阻害剤として作用す
るかの検証を行う。 
 
４．研究成果 
（１）PPI 阻害剤を神経保護剤として開発す
るために、従来の中分子並びに高分子を主と
するPPI阻害剤では脳内移行性が低いと判断 
し、脳内移行性が期待できる低分子化合物か
らなる独自で開発した低分子化合物からな
るPPI阻害剤における検討を中心に施行した。 
初年度においては、まず独自の低分子化合物
よりなる蛋白ー蛋白相互作用阻害剤ライブ
ラリーの p53 を中心とした阻害作用、各化合
物の構造、in vivo 投与時の体重変動、アポ
トーシスへの効果などにつき論文報告した
Bioorg Med Chem. 2016) (文献１)。我々の独自
の PPI 阻害剤ライブラリーに加え、Nutlin-3、
MDMX 阻 害 剤 で あ る SJ-172550 、
MDM2/MDMX Dual Inhibitor, RO-5963などを
対照化合物として、改変 ELISA法並びに、TF
－FRET にて、p53-MDM2、p53-MDMX など
の相互作用を検討した。これらの化合物にお
いて、p53-MDM2、p53-MDMXの阻害作用を
有するものについては、生体分子間相互作用
解析装置(Biacore T200) を用いて、両蛋白の
結合様式を確認した。p53-MDM2阻害剤であ
る Nutlin-3は現在抗がん剤として、臨床治験
中であるが、p53-MDM2相互作用阻害剤が多
く報告、治験なども進められているのに対し
て、p53-MDMX相互作用阻害剤の報告は少な
く、特に、p53-MDMX相互作用阻害効果の有
するものを、独自の PPIライブラリーから複
数抽出した。その中の化合物で、特にMDMX
上昇作用を有するものを複数見つけた。特に
MDMX4 上昇作用を有する化合物のうち、
K-181 が最も MDMX4 上昇作用が強く、in 
vivoにおける検討を進めた（論文投稿中）。 
 
（２）まず、我々独自の PPI阻害剤ライブラ
リー化合物、SJ-172550、RO-5963など初代神
経細胞における in vitro ischemia(Oxygen 
Glucose deprivation)負荷にて、神経保護効果が
強い化合物を探索した。その結果、MDM2よ
りも MDMX を上昇させる化合物と神経保護
効果に相関関係があることが示唆された。そ
の中で、K-181 の神経保護効果が強いため、
マウス中大脳動脈閉塞モデル（60分間）に対
して、K-181 の経口投与による神経保護効果
を検討した。その結果、K-181 は、脳梗塞サ
イズの有意な縮小と、神経機能改善をもたら
した。虚血中は、K-181 は脳血流に有意な影

響を与えなかった（論文投稿中）。 
 
（３）次に、パーキンソン病細胞モデル
（MPP+負荷）に対して、同様の PPI 阻害剤
ライブラリー化合物を投与したところ、上記
K-181 とは異なる、複数の化合物で、神経保
護効果が認められた。それら in vitroで強い保
護効果を有する化合物の中で、 in vivo の
MPTP モデルにおいて黒質、線条体における
神経保護効果を検討したところ、特に
Compound Xが黒質において有意な細胞死抑
制効果並びに、21日後において有意な機能回
復を認めた。これらのことから、急性脳障害
の代表である脳梗塞と慢性的な細胞死を誘
発するパーキンソン病モデルマウスにおい
て、異なる化合物が有用であったことは、細
胞死の過程において p53の関与が異なること、
異なった PPI阻害剤が有用であることが示唆
された。 
 
 Biacore T200（K-181投与時）  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）我々独自の PPI阻害剤ライブラリー化
合物につき、メカニズムを検討していく中で、
一部の化合物がヒストン脱アセチル化酵素
Histone Deacetylase(HDAC)阻害作用を有する
ことが分かった。K-181 も isofrom 選択的な
HDAC阻害活性を有していた（論文投稿中）。
このように K-181は、HDACに対する PPI阻
害活性も有する可能性も示唆された。そのよ
うな知見が得られる中で、HDAC阻害剤は抗
がん剤として FDA から認可されているが、
これらは汎 HDAC 阻害剤であり、isofrom 選
択的 HDAC阻害剤ではない。そこで、isofrom
選択的 HDAC 阻害剤の神経保護効果も併せ
て検討した。 
 従来より、我々独自の PPI阻害剤ライブラ
リーとともに、独自の isofrom 選択性を有す
る HDAC 阻害剤ライブラリーも構築してき
た。近年、アポトーシス抑制がオートファジ
ーの活性化に繋がることも報告されている。
またHDAC1,2が autophagyを制御するという
報告もなされている (Moresi V et.al.PNAS, 
2012) 。そこでオートファジーにおける
HDACの関わりを検討するために、対照細胞
として、ヒト結腸腺癌細胞 HCT116での検討
を加えた。独自の HDACライブラリーについ
てはHDAC1,2選択的阻害剤であるK560が神
経保護効果を有することをパーキンソン病
モデルで証明している(Choong CJ, Sasaki T, 

RU=34 



et al. NBA 2016)。HCT116細胞においては、
K560投与により、LC-3B comlex2/1比上昇、
p62 分解促進、p-mTOR(Ser2481), beclin-1
の上昇を認め、これらは PI3-Kinase 阻害剤
LY294002で抑制された（文献 3）。このこと
から K-560をリード化合物として、神経保護
作用に対して構造活性相関を明らかにした
（文献 7）。特に選択的 HDAC阻害活性に加
えて、側鎖にジケトピペラジン基を 2,3位或
は、2,5位に有する化合物（K-856）に、濃度
依存的に、神経保護効果をもたらすことが示
された。 
(文献７) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、K-856 は、乳癌に対する治療薬として
FDAで認可され、上市されているMS-275よ
りもはるかに神経毒性が低いことが
SH-SY5Yを用いた細胞より示唆された。 
Sub-G0/G1：apoptosis 分画を示唆する所見 
（文献７より改変） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

これらのことより、我々の PPI 阻害剤は蛋白
のS-S結合を含めた高次構造を標的として設
計されたものであるが、更に側鎖基などの修
飾により、合成展開により神経保護効果を齎
す化合物の合成が今後の課題である。 
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