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研究成果の概要（和文）：パーキンソン疾患(PD)のメタボローム 解析およびタンパク質凝集クリアランスを指
標にしたスクリーニングでヒットした３種類の治療薬シーズについて，創薬への展開を目指してその作用機構解
析研究をおこなった．それらは，それぞれKeap1-Nrf2の結合阻害，PKCを介したTFEB活性化，標的タンパク質の
液-液相分離の促進活性を有することでPD患者の脳内で観察されるタンパク質凝集をクリアランスすることを明
らかにした．また，いずれの化合物もPDモデル系で顕著な神経保護活性を示した．

研究成果の概要（英文）：We have conducted mechanism studies of three Parkinson’s disease (PD) 
drug-seeds, which were obtained by the screening for metabolome analysis of PD and for clearance of 
protein aggregation seen in the brain of PD patients. We found that they function by targeting 
inhibition of Keap1-Nrf2 binding, activation of PLC -mediated TFEB transcription activity, and 
stimulation of liquid-liquid phase separation of target protein, respectively, thereby showing 
neuro-protection in PD-model neuronal cells. 

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： パーキンソン疾患　オートファジー　メタボローム 解析　神経変性疾患　タンパク質凝集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PDのメタボローム解析研究の成果から，治療薬シードの発見および作用機構解析を行ったことでメタボローム 
解析研究がバイオマーカー探索だけでなく直接創薬研究に展開できることを示した．また，ケミカルバイオロジ
ーの手法でタンパク質凝集をクリアランスする新しいメカニズムを提唱することができ，このことは他の神経変
性疾患の創薬研究にも応用できる可能性を持つ重要性を有している． 

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
パーキンソン疾患(PD)は日本全体で 15〜18 万人の患者がいると推定されており，その病理学的
な特徴としては，中脳黒質のドーパミン産生細胞内にα-synuclein を主たる構成成分とする
Lewy 小体が蓄積することが挙げられ，これに関連してドーパミン産生細胞死が誘導される．そ
の結果，神経伝達物質であるドーパミンが不足し，線条体への神経伝達が正常に行われなくなる
ことによって様々な運動障害が引き起こされる．PD に対する治療法は，不足したドーパミンを
補う対症療法が主流とされているが，継続的な治療により耐性を獲得してしまうことから根治
に至らないのが現状である．そのため，PD の根本的治療薬の開発が急務となっている． 
 
２．研究の目的 
我々はα-シヌクレインの凝集をターゲットとしたスクリーニング系や，PD 患者のバイオマー
カーとして同定された細胞内ビリルビン量を指標にしたスクリーニング系を考案し，それらを
用いて PD 細胞モデル系での病態改善効果を示す３種類の化合物 (BRUP-1, SMK-17, SO286) 
を取得した．本研究では，これらの化合物の細胞内標的たんぱく質の同定や機能解析を通じて，
これら化合物の PD 細胞モデル系での病態改善効果の分子メカニズムを明らかにすることを目
指すと共に，PD 治療薬シード開発への展開を試みた． 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内ビリルビン量を上昇させる化合物の探索には，ビリルビンと結合して緑色蛍光を発
するタンパク質 UnaG を用いたプローブを HepG2細胞に発現させることで，簡便にビリルビン量
変化を評価できる細胞系を作製し，細胞内ビリルビン量を上昇させる化合物の探索に用いた． 
Keap1と化合物の結合は OctetK2 装置を用いた． 
（２）オートファジー活性を簡便に評価するためGFP-LC3-RFP プローブを PC12D細胞に導入し，
安定発現細胞株を樹立した． 
（３）液-液相分離(LLPS)の in vitro 評価系では，リコンビナントタンパク質と PEG の混合液を
位相差顕微鏡で観察した．細胞での LLPS は，GFP-tag 目的タンパク質を細胞に発現させ，形成
されたドットを蛍光顕微鏡で観察した． 
 
４．研究成果 
（１）ビリルビン代謝促進化合物 BRUP-1による PDモデル細胞での神経保護活性 
近年，PD患者では血漿中ビリルビン量が有意に低下していることが報告された[1]．ビリルビン
はヘム代謝経路の最終産物であり，脳内で神経細胞を保護する強力な抗酸化物質として機能す
ることが報告されている．したがって，ビリルビンの減少は単なるバイオマーカーとしてだけで
なく，有効な PDの治療標的になることが期待された．そこで，ビ
リルビンと結合して緑色蛍光を発するタンパク質 UnaG を HepG2
細胞に発現させることで，簡便にビリルビン量変化を評価できる
細胞系を作製した．この細胞に対し，PDモデル細胞・動物系で広
く使用されているロテノンを処理したところ，細胞内ビリルビン
量が有意に減少することが分かった．そこで，ロテノンによるビ
リルビン減少を阻害する薬剤を化合物ライブラリー(約 10,000化合物)から探索し， BRUP-1を
ヒット化合物として取得した（図１）．さらに BRUP-1の作用機序として，BRUP-1が Keap1(Kelch-

like ECH associated protein)と転写因子
Nrf2 (Nuclear factor E2-related factor 2)
の相互作用を直接阻害することを見出した．
これにより Nrf2 が活性化し，ビリルビン生
合 成 の 律 速 酵 素 で あ る HO-1(Heme 
oxygenase-1)の発現が誘導される．その結果，
細胞内ビリルビン量が増加することが示さ
れた． 
次に，神経様に分化させた PC12D細胞に対し
ドパミン細胞選択的神経毒であるMPP+を添加
する PDモデル細胞系を用いて，BRUP-1の神

経保護活性を評価した．その結果，BRUP-1 は MPP+が誘導する活性酸素種（ROS）産生を阻害し，
神経細胞死を顕著に抑制した．この活性は HO-1 依存的であることから，BRUP-1は Nrf2/HO-1/ビ
リルビン経路を活性化させることで神経保護活性を示すことが示唆された（図２）．以上より，
BRUP-1を用いた細胞内ビリルビン量の調節は PDの新たな治療戦略として期待される[2]． 
（２）ケミカルゲノミクス解析による SMK-17のオートファジー誘導機構の解析 
オートファジー誘導物質の誘導機構を解析する目的で，30 種類のオートファジー誘導物質およ
び 200 種類以上のシグナル伝達阻害物質を作用させ，オートファジーに及ぼす影響を蛍光レー

図１．BRUP-1

図2．BRUP-1によるBilirubin発現上昇機構



 

 

ザー顕微鏡画像から定量的に測定した．それぞれの化合物が個々の誘導刺激に与える阻害効果
を視覚化したヒートマップ図を作成してクラスター解析を行った．その結果，オートファジー誘
導剤が大きく 6 つのクラスターに分類された．神経変性疾患に治療効果を有する FDA 承認薬で
あり，かつこれまでオートファジー誘導機構が不明であった Clemastineと Memantineが小胞体
ストレス誘導剤と同じクラスターに属したことに着目し，これらが小胞体ストレスを誘導する
か調べたところ， PERK経路および IRE1α経路の活性化が見ら
れたことから，Clemastineと Memantineは小胞体ストレス応答
を介してオートファジーを誘導することが示唆された．また，
パーキンソン疾患患者の脳内で見られるタンパク質凝集体の
クリアランス活性を有する SMK-17(図 3)は，MEK 阻害剤として
開発されたが[3,4]，MEK阻害非依存的にオートファジーを誘導
した．さらにクラスタリング分析によって SMK-17が Torin1と
同じクラスターに属した．このことから SMK-17が mTOR経路を
介してオートファジーを誘導するかどうかを調べたが，SMK-17はリン酸化 S6のレベルの減衰を
もたらしたが，リン酸化S6Kおよびリン酸化ULK1のレベルの減衰はもたらさなかったことから， 
SMK-17が mTOR 非依存的にオートファジーを誘導することがわかった．また上記オートファジー
プロファイルのデータセットの主成分分析から，SMK-17によるオートファジー経路における PKC
の関与の可能性が示唆された．実際に SMK-17 によって誘導される TFEB 核移行は、PKC 阻害剤
Gö6983によって強く抑制されることが観察されましたが，この PKC 阻害剤は Torin1によって誘

導される TFEB 核移
行に影響を与えな
かった．また，PKC阻
害剤は SMK-17 誘発
オートファジーを
阻害したが，Torin1
誘発オートファジ
ーは阻害しなかっ
たことから， SMK-

17が mTOR 非依存的かつ PKC 依存的に TFEB 活性化を介してオートファジーとリソソーム生合成
を誘導することを明らかにした（図４）．  
（３）液-液相分離を制御する化合物 SO286 
 パーキンソン疾患モデル細胞内に観察されるタンパク質凝集の形成阻害を指標にスクリーニ
ングを行い、ヒット化合物として SO286を見出した．その後の解析により，SO286は一度できた
タンパク質凝集をクリアランスすること，さらに SO286 がタンパク質分解機構に関わるタンパ
ク質 Ubiquilin1(UBQLN1)に結合することが明らかになった．このことから、SO286は UBQLN1の
タンパク質分解機能を促進すると考えられるが，SO286 が UBQLN1 に結合することがどのように
タンパク質凝集のクリアランスにつながるのかは不明であった．そこで，SO286 による UBQLN1
の機能促進機構を解析した．まず SO286が UBQLN1のどの部位に結合しているかを検証するため
に in vitro binding assayを行った．その結果，UBQLN1の SO286結合部位は STI1ドメイン、 
STI3ドメイン、STI4ドメインであることが明らかになった。 近年、特定の高次構造を取らな
い天然変性タンパク質が液-液相分離(LLPS)を形成することや LLPS が神経変性疾患においてタ
ンパク質凝集に関与することが報告されている．UBQLN1 は天然変性タンパク質であることから
UBQLN1 も LLPSを形成し，さらに SO286が UBQLN1の STIドメインに結合することで LLPSの形成
を促進し、これによりタンパク質凝集の分解に寄与する可能性を考えた．それを検証するために
まず mCherry-UBQLN1をヒト神経芽腫由来 SH-SY5Y細胞にトランスフェクションし，共焦点顕微
鏡で観察を行った．その結果，mCherry-UBQLN1は細胞質でドット状の構造体を形成した．また、
この構造体は細胞内を流動的に移動する様子が観察され、さらに 1,6-hexanediolによって解消
されたことから，UBQLN1は LLPSを誘導し，細胞内に液滴を形成することが示唆された．さらに，
mCherry-UBQLN1 の液滴は SO286 を添加することにより形成促進された．また，この mCherry-
UBQLN1 の LLPS はユビキチン化タンパク質と共局在したことから，UBQLN1 が分解タンパク質を
液滴内に取り込み，タンパク質分解機構に関与する可能性が示唆された。 
 一方，UBQLN1リコンビナントタンパク質を精製し，in vitroで LLPSの誘導を観察した．その
結果，UBQLN1は in vitroにおいても液滴状の構造体を形成した．さらに， mCherry-UBQLN1と
パーキンソン疾患における凝集タンパク質α-synuclein を混合したところ，α-synuclein が
UBQLN1の液滴に取り込まれる様子が観察された．このことからこのタンパク質の LLPS誘導活性
が PD治療の新たな治療標的になる可能性が示唆された． 
[引用文献] 
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