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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病（PD）の発症原因と考えられているアグリソームの蓄積を制御する化
合物を用いて，その形成機構の解析を行なった．アグリソーム形成を促進する化合物ミクリキシンの強力な誘導
体JU23を取得し，JU23を作用させることでアグリソームの構成成分であるα-シヌクレイン(α-Syn)との相互作
用が減少するタンパク質候補を取得した．また，この化合物の標的タンパク質候補も取得した．一方，ユビキリ
ン2は液-液相分離(LLPS)を介してα-Synの凝集を誘導するが， 小分子化合物SO286は，ユビキリン2に結合する
ことでα-Synの凝集を阻害することを見出した．

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the formation mechanism of aggresomes, whose accumulation 
is thought to be a cause of the onset of Parkinson's disease (PD) by using a compound that controls 
the accumulation of aggresomes. We have obtained JU23, a potent derivative of miclxin, a compound 
that promotes aggresome formation, and obtained candidate proteins whose interaction with α
-synuclein (α-Syn), a component of aggresome, is reduced by the action of JU23. On the other hand, 
ubiquilin 2 induces aggregation of α-Syn through liquid-liquid phase separation (LLPS), and we 
found that the small molecule compound SO286 inhibits α-Syn aggregation by modulating ubiquilin 2 
LLPS.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： アグリソーム　アルファシヌクレイン　パーキンソン疾患　液-液相分離
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ケミカルバイオロジーの手法で，アグリソーム形成，特にα-シヌクレイン(α-Syn)凝集の制御機構の解析を行
うなかから，それに関わるタンパク質候補を同定したことは，パーキンソン疾患の新しい治療薬開発に向けて新
たな治療標的を提案したことになる．また，アグリソーム形成は他の神経変性疾患でも見られる減少であること
から，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。
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病(PD)はアルツハイマー病に次いで 2 番目に高い罹患率を有する神経変性疾患で
ある． PD の病理学的な特徴としては，中脳黒質のドーパミン神経細胞内にα-Synuclein(α-
Syn)を主たる構成成分とする Lewy 小体と呼ばれる異常タンパク質凝集体アグリソームが蓄積
することが挙げられ，これが PD の安静時振戦，固縮，動作緩慢などの運動障害の症状を示す主
要因と考えられている．これまでに 10 数種の PD 責任遺伝子が同定されており，これら PD 責
任遺伝子のいくつかはオートファジーリソソーム系やユビキチンプロテアソーム系に関わると
されるが，アグリソームを形成するメカニズムは未だ不明である．一方，異常タンパク質の蓄積
が PD の原因であることから，この異常タンパク質をクリアランスできれば PD 治療へもつなが
る．しかし，どのようなメカニズムでアグリソームのクリアランスが誘導できるのかという点も
不明な点が多い. 一方，我々はこれまでにアグリソーム形成を誘導する化合物ミクリキシンと，
PD モデル細胞系で形成されたアグリソームの形成を阻害する化合物 SO286 を取得している． 
 
２．研究の目的 
本研究ではミクリキンと SO286 の用いたケミカルバイオロジーの研究手法で，PD 細胞モデル
系でのアグリソーム形成の制御機構を解析を通じて PD 発症機構の分子レベルでの解明を目的
とするとともに，未だ根本的治療薬のない PD の新しい治療薬探索や開発への貢献を目的とす
る． 
 
３．研究の方法 
(１）アグリソームは，ヒト SH-SY5Y 細胞に 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) を添加し，24
時間後に Proteostatもしくはチオフラビン S(ThS)で染色することで検出した． 
(２） in vitroでの液滴形成は蛍光染色したリコンビナントたんぱく質を PEG 存在下で 37°C
に置き，共焦点蛍光顕微鏡で観察した． 
(３）FRAP 実験は LSM880共焦点レーザー走査顕微鏡(Carl Zeiss)で実施した． 画像は，488 nm 
または 633 nm レーザーを 100 ms の露光で使用して取得した． 
(４）細胞レベルでの LLPS 誘導は細胞を 50 µM のヒ素を添加し，生成した液滴は免疫染色およ
び蛍光発色により検出した． 
(５）化合物の標的たんぱく質を同定するために，ビオチン標識化合物の合成を行い，プルダウ
ン法，および Turbo-ID を用いた近接依存性標識法により結合タンパク質を回収し，LC-MS にて
タンパク質の同定を行なった． 
 
４．研究成果 
テーマ１：ユビキリンの LLPS を介したα-シヌクレイン凝集阻害と SO286による抑制 
レヴィ小体の主要成分であるα-シヌクレイン(α-Syn)フィブリル形成の制御機構は不明な点が
多い．近年，α-Syn が液-液相分離(LLPS)を誘導してフィブリル化するという報告がなされた
（Nat. Chem. 12: 205, 2020)．しかし，フィブリル形成には高濃度のα-Synと長期間(30 日間)
要することから，PD患者の脳内で起こるα-Synフィブリル形成には他の細胞因子が関与してい

ると考えられる．ユビキリンは LLPS を誘導して液滴を形成することが報告さ
れている(Mol. Cell 69:965, 2018)．このことから，α-Synのフィブリル形
成にを制御する候補タンパク質として，ユビキリンを考え，研究を進めた．
ヒトのユビキリンは 1, 2, 4の 3種類が知られており，お互いにホモロジー
が高い．一方， SO286（Fig.1）はユビキリン１, 2，4 に結合することを見
出していたが，それぞれに対する結合の強さを知るために，ビオチン標識
SO286を用いて， Biacoreで解析した．その結果，SO286はユビキリン２に強
く結合することが明らかになった(Fig.2)．そこで，SO286はユビキリンに結
合して LLPS を制御しているのかどうか検討した．その結果，SO286はユビキ

リン 1, 2 および 4 による LLPS によって形成する液滴の数や面積に影響しなかった．このこと
から，SO286 はユビキリンによる LLPS 誘導には影響を与えないことがわかった．一方，液滴は
時間依存的にタンパク質のオリゴマー化が進むことで液体としての性質を消失し，ゲル化する
ことが報告されている．そこ
で試験管レベルでユビキリン
1 および２，４の液滴の時間変
化を 1,6 ヘキサンジオール
(1.6-HD)処理及び FRAPアッセ
イで測定したところ，ユビキ
リン 2の液滴は 72時間以降で
ゲル化が観察された．一方，ユ
ビキリン１は 120 時間までゲ
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Fig1． SO286

(μM)
(μM)(μM)

120s, 30uL/min, duplicate 180s, 30uL/min , duplicate 180s, 30uL/min , duplicate

kinetics分析
UBQLN2 UBQLN1 UBQLN4

affinity分析 affinity分析
結合解離のモデルfitting (⿊線)

KD : 0.35 µM 

Affinity分析の fitting curve

KD : 9 µM 

Affinity分析の fitting curve

KD : 17 µM 

Biacore

Fig 2. SO286とUBQLNsの結合



ル化が観察されず，ユビキリン４の液滴はかなり早い段階から液性を消失していることがわか
った．そこで，次に SO286 によるそれぞれのユビキリンのゲル化に及ぼす影響を検討したとこ
ろ，SO286はユビキリン 2のゲル化を濃度依存的に阻害することがわかった．この SO286による
ユビキリン 2のゲル化阻害は，SO286がユビキリン２に結合して，そのオリゴマー化を阻害した
結果と考察できたので，実際に SO286はユビキリン 2オリゴマー化を阻害するか検討した．その
結果，SO286はゲル化を阻害する濃度域で，ユビキリン２の二量体形成を阻害したことから，オ
リゴマー化も阻害されていることが示唆された．そこで次に，SO286がユビキリン２のどの領域
に結合するか検討した．その結果，SO286はユビキリン２の二つの天然変性領域に結合すること
がわかった．これまで，天然変性領域に結合する化合物はほとんど知られていなかったので，
SO286は極めてユニークな化合物である． 
一方，我々は試験管レベルでユビキリン２が LLPS を誘導して液滴を形成する際にα-Synを液滴
に取り込むことを見出した．さらにユビキリン 2の液滴は時間依存的にゲル化するが，それに伴
い液滴に取り込
まれたα-Syn も
凝集化すること
を見出した．この
ことは，ユビキリ
ン２LLPS 介在的
にα-Synの凝集・
フィブリル化が
誘導されている
ことを示してい
る．しかも， SO286はこの ユビキリン 2LLPS介在的なα-Syn凝集・フィブリル化を阻害した． 
この試験管レベルで見られた減少が，細胞レベルでも見られるか検討した． 
EGFP-α-Synを過剰発現した SH-SY5Y 細胞にヒ素を添加すると，3時間後に細胞内にユビキリン
2の液滴様の小さな Punctaが形成され，その Punctaに EGFP-α-Synが取り込まれることが蛍光
顕微鏡で観察された．さらに，時間依存的にα-Synを取り込んだユビキリン 2の液滴様の Puncta
が肥大化し，96 時間後にはチオフラビン S (ThS)によって染色されることから凝集化すること
がわかった．さらに，この凝集体は Punctaから漏出し，電子顕微鏡の結果，α-Synのフィブリ
ル化が誘導されていることがわかった(Fig. 3)．SO286はヒ素によって誘導されるユビキリン 2
の液滴様の Punctaの肥大化，およびα-Synのフィブリル化を阻害したことから(Fig.2)，SO286
は細胞内でもユビキリン 2LLPS 介在的なα-Syn 凝集化を阻害することが示唆された．以上の結
果は，SO286の神経変性疾患治療薬シードとしての可能性を示している． 
 
テーマ 2：Miclxinによるアグリソーム形成機構 
Miclxinは他のミトコンドリア阻害剤に比べて極めて強力にアグリソームを形成した．また初代
培養細胞でも Miclxin はアグリソーム形成を誘導した. Miclxin 処理によってパーキンソン病

患者脳内で観察される TX-100 不溶な α-Syn が増
加し，このことから Miclxinが α-Synのオリゴマ
ー化を促進していることを示している．また，
Miclxinはプロテアソーム阻害剤 MG132により α-
Syn不溶化を増強しない一方で，オートファジーを
阻害する E64d+PepstatinA（E+P）との併用により
α-Syn 不溶化を増強した．Lysosome 障害薬 LLOMe
でも増強効果が確認できたことから，Miclxinが不

溶化する α-Syn はオートファジーで分解されることが示唆された．Miclxin がアグリソーム形
成を促進したことから，その標的タンパク質である MIC60 の機能阻害が騰ソーム形成を誘導す
るか検証した．３種類の MIC60の siRNAを SH-SY5Y 細胞に導入し，MIC60の発現抑制を確認した
状態でもアグリソーム形成は誘導されなかった．このことから，Miclxinによるアグリソーム形
成促進には MIC60 以外の標的タンパク質が関与することがわかった．そこで，Miclxinの類縁化
合物の中から，Miclxin同様，アグリソーム形成を促進する活性を有し，さらに MIC60に作用し
ない化合物を探索した．その結果，JU23(Fig.4) と命名した新規化合物に目的の活性を見出し
た． JU23 は，aSyn を含む多くのタンパク質を不溶化し、細胞内にて aggresome 形成を誘導す
る，そこで，JU23 処理した細胞の電子顕微鏡による解析を行った．その結果，JU23はリソソー
ム以上を誘導している可能性が示された．また，JU23 のタンパク質凝集に関係する標的タンパ
ク質同定のため Biotin-JU23を細胞に添加し，アビジンビーズでプルダウンおよび MS 解析によ
り， DPM1、RPL36aの２種類タンパク質が同定された． しかし，これらの Knock Down細胞にお
いてもJU23のaggresome形成作用は弱いながらも保持されたままであった。これらのことから、
JU23 結合タンパク質 DPM1, RPL36Aはタンパク質凝集に関与するとしても、直接の JU23 標的タ
ンパク質ではないと示唆された．さらに，新たな JU23 標的同定方として，TurboID-StAvシステ
ムを用いたタンパク質の新規同定手法を開発した．本手法は細胞内にて標的タンパク質を
biotin 化でき，pull-down 困難なタンパク質(膜タンパク質など)をも同定可能と考えられる． 
そこで，Biotin-JU23を 6-14h細胞に曝露し，TurboIDによるタンパク質の biotin化を評価した
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Fig 3. SO286によるa-Syn凝集阻害
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ところ，160タンパク質が候補タンパク質としてリストアップされた．これらのタンパク質の中
にタンパク質凝集関連因子が含まれると考えられる． 
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