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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、「滑脳症発症機構の分子レベルでの解明」と「滑脳

症治療薬の開発」からその治療戦略の確立に挑んだ。新規カルパイン阻害薬探索の結果、

SNJ1945 を滑脳症治療薬の有力候補とした。SNJ1945 による滑脳症モデル動物に対する個体

レベルでの症状改善は、滑脳症の治療薬開発が大いに期待できる。	 

	 さらに、蛍光分子イメージングにより、神経細胞内の微小管上での分子動態を可視化し、

Rab6a によるダイニンの活性化機構と LIS1 機能不全の関係を明らかにした。	 
 
研究成果の概要（英文）：Toward	 a	 therapeutic	 intervention	 of	 lissencephaly,	 we	 applied	 
a	 novel	 calpain	 inhibitor,	 SNJ1945.	 Peri-natal	 or	 post-natal	 treatment	 with	 SNJ1945	 
rescued	 defective	 neuronal	 migration	 in	 Lis1⁺/⁻	 mice,	 impaired	 behavioral	 performance.	 
Thus,	 SNJ1945	 is	 a	 potential	 drug	 for	 the	 treatment	 of	 human	 lissencephaly	 patients.	 
	 On	 the	 other	 hand,	 cytoplasmic	 dynein	 drives	 the	 movement	 of	 a	 wide	 range	 of	 cargoes	 
towards	 the	 minus	 ends	 of	 microtubules.	 We	 previously	 demonstrated	 that	 LIS1	 forms	 an	 
idling	 complex	 with	 dynein,	 which	 is	 transported	 to	 the	 plus	 ends	 of	 microtubules	 by	 
kinesin	 motors.	 Here,	 we	 revealed	 a	 surprising	 function	 for	 GTP-bound	 Rab6a	 as	 an	 
activator	 of	 stalled	 dynein.	 
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１． 研究開始当初の背景 
ヒト滑脳症は、脳回の欠如、神経細胞の

層構造の異常を伴う中枢神経系の代表的な

疾患の一つである。その発生頻度は、新生

児 1 万 5 千人に 1 人の割合で、臨床的には

重度の精神遅滞、てんかん発作等を主な症
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状とする。滑脳症は先天的な疾患であり、

対症療法を除外すれば、根本的な治療方法

は未だ確立されていない。ヒト脳において

神経細胞は、発生初期に分化し、本来機能

すべき場所にダイナミックに移動(神経細

胞の遊走)されることで正常な六つの層構

造が形成される。滑脳症は、この神経細胞

の遊走が阻害されることで正常な脳の層構

造が構築できず(四層)、さまざまな異常を

きたすことに起因すると考えられている。

その原因遺伝子としては、いくつかの遺伝

子が同定されているが、全体の 60％は染色

体 17 番目にある LIS1 遺伝子のヘテロ変異

によることが知られている。これまでに私

たちは、LIS1 およびその結合蛋白質として

NDEL1 を同定し、これらが共に細胞内に於

いて中心体周辺に高頻度に局在すること、

微小管モーター蛋白質の一つである細胞質

ダイニンの輸送を制御していることを報告

した。これらの結果より、滑脳症は、LIS1

の機能不全が細胞質ダイニンを介した核移

動、オルガネラ分布、微小管ネットワーク

形成の異常をもたらし、神経細胞の遊走の

異常を引き起こすことで発症すると考える

ことができる。さらに私たちは、細胞質ダ

イニンがキネシン依存的に LIS1/細胞質ダ

イニン/transportable	 microtubule	 (tMT)

複合体を形成して微小管上を順行性(核周

辺から細胞辺縁の方向へ)に輸送されるこ

とを報告した。このことから、LIS1 は、細

胞質ダイニンを微小管上に乗せてリサイク

ル輸送させる過程において重要な役割を果

たしているという新しいモデルを提唱する

に至った。また、LIS1 は、細胞質ダイニン

を微小管のプラス端までリサイクルし送り

届けた後、タンパク質分解酵素の一種であ

るカルパインによって分解されていること

が、カルパイン阻害剤と RNA 干渉による実

験結果から明らかになった。カルパインは、

細胞内モジュレータプロテアーゼの代表の

一つであり、細胞内情報伝達系を制御する

為、その活性異常と筋ジストロフィー、糖

尿病、ガン、アルツハイマー病などの様々

な病態の関連が注目を集め、近年、カルパ

インの特異的阻害剤や活性化剤が薬剤の開

発に繋がる可能性は大いに期待できると考

えられている。私たちは、カルパインの阻

害剤が滑脳症の疾患モデルマウスである

LIS1ヘテロ欠損マウスにおいても、タンパ

ク質、細胞、組織および行動実験のそれぞ

れのレベルにおいて、滑脳症(様)症状を改

善させ、正常マウスにはほとんど副作用を

及ぼさなかったことから、滑脳症の治療に

適用できるのではないかと考えるに至った。	 

	 

2.	 	 研究の目的	 

ヒト滑脳症は、中枢神経系の形成異常を伴

う代表的な遺伝疾患の一つであり、臨床的

には重度の精神遅滞、てんかん発作等を主

な症状とする。現状では、この滑脳症に対

する有効な治療方法は未だ確立されておら

ず、対症療法に依存するのみである。私た

ちは、滑脳症の発症が原因遺伝子 LIS1のヘ

テロ変異に起因することから、LIS1 の機能

に着目して研究を進めてきた。これまでに、

滑脳症の原因遺伝子 LIS1が、微小管モータ

ータンパク質である細胞質ダイニンのリサ

イクルの過程を制御していること、タンパ

ク質分解酵素の 1 つであるカルパインによ

って細胞質ダイニンのリサイクル後に分解

されることを報告している。本研究課題は、

滑脳症のモデルマウス(LIS1 ヘテロ欠損マ

ウス)を用いて、カルパイン阻害薬による滑

脳症治療薬を開発と滑脳症の発症分子機構

の解明の 2 つの立場から、これまでの研究

をさらに発展させ、新たな滑脳症の治療法



を開発することを目指す。さらには、滑脳

症と同様のハプロ不全による遺伝子疾患に

ついての新しい治療戦略の概念を確立する。	 

	 

３．研究の方法 
(1)	 新規カルパイン阻害薬の探索	 

新規カルパイン阻害薬の薬剤スクリーニン

グとしては、滑脳症モデル(LIS1へテロ欠損)

マウス由来の小脳顆粒細胞を用いたインビ

トロ神経細胞遊走活性を指標にして創薬探

索を行った。この薬剤スクリーニングにより

選抜された SNJ1945 については、組織レベル

での症状(神経細胞死、神経細胞の遊走、海

馬での層構造の形成)の改善を確認した。ま

た、個体レベルの滑脳症の改善の評価につい

ては、滑脳症モデルマウスを用いて、カルパ

イン阻害薬の効果を行動解析実験により調

べた。具体的には、一般的な身体検査項目に

加えて握力測定テスト、握力と運動能力を測

定するワイア・ハングテスト、協調運動と運

動学習能力を評価するローターロッドテス

ト、運動能力の異常や小脳失調を調べること

ができる歩行解析の Gait	 Analysis を行い、

治療薬としての有効性と安全性を総合的に

評価した。	 

(2)	 Rab6a による細胞質ダイニン活性化機構	 	 

	 	 の解明	 

私たちがこれまでに同定した LIS1/細胞質

ダイニンを含む順行性複合体の形成を制御

する新規因子を蛍光微小管インビトログラ

イディングアッセイにより探索した。具体

的には、細胞質ダイニンの輸送活性に対す

る LIS1 の阻害活性を解除する活性によっ

て新規(活性)因子を探索した。また、神経

細胞内での微小管モーター分子あるいは輸

送基質(Cargo)を直接観察できる in	 situ

蛍光イメージングシステム(蛍光１分子イ

メージングと蛍光相互相関分光法(FCCS)に

より、平均速度、拡散係数、微小管上での

方向性、輸送の特性、分子間相互作用等を

解析・評価できる実験系)を確立した。これ

により、上記の蛍光微小管インビトログラ

イディングアッセイを用いて新規に同定し

たRab6aとLIS1およびダイニンの神経終末

における相関関係を調べた。	 

	 

４．研究成果	 

私たちは、先天性神経疾患である滑脳症の新

治療薬のターゲットとして、その原因遺伝子

LIS1 に着目して研究を推進しており、LIS1

がタンパク質分解酵素の 1つであるカルパイ

ンによって分解されること、カルパイン阻害

薬が滑脳症疾患モデル(LIS1 ヘテロ欠損)マ

ウスでみられる滑脳症(様)症状を個体レベ

ルで改善させることを独自に発見した。現状

に於いて、ヒト滑脳症に対する根本的な治療

法は未だ確立していないことから、カルパイ

ン阻害薬の滑脳症治療薬として治験・実用

化に向けての開発は重要性が高く且つ喫緊

の課題である。本研究課題に於いて、私たち

がカルパイン阻害薬の薬剤一次スクリーニ

ングとして確立した滑脳症疾患モデル(LIS1

ヘテロ欠損)マウス由来の小脳の顆粒細胞を

用いた簡便且つ再現性の高いインビトロ神

経細胞遊走活性を指標に新規カルパイン阻

害薬として SNJ1945 を同定した(図 1 参照)。	 

	 さらに、の薬効(毒性)について細胞、組織、

個体の各レベルで詳細に検討した。その結

果、SNJ1945 は、LIS1ヘテロ欠損マウス由来

の神経細胞に於いて、著しく低下していた

LIS1 タンパク質の発現量と遊走活性をほぼ

正常レベルまで改善させることがわかった。



さらに、SNLJ1945 は、マウスの行動解析実験

(RotaRod テスト、Gait	 analysis テスト等)

の結果、滑脳症疾患モデルマウスに観られる

運動失調、学習障害、鬱様行動等の行動異常

を顕著に改善させることがわかった。さらに、

SNJ1945 は生体に於いて、脳̶血液関門を通過

することから妊娠中の母体への経口投与で

その薬効が認められたのみならず、生後新生

児への強制経口投与によっても滑脳症様症

状の改善が確認できたこと、カルパインに対

する特異性の高さによる低毒性からも、ヒト

滑脳症治療薬の治験・実用化に向けての期待

が高まった (Toba	 et	 al.,	 Scientific	 

Reports,	 2013)。	 

	 次に本研究課題は、滑脳症原因遺伝子 LIS1

の機能不全による「細胞内物流の攪乱・破綻」

に起因する「神経細胞遊走の欠如」の観点か

ら滑脳症発症メカニズムを解明することに

挑んだ。これまでに私たちは、LIS1 が微小管

モータータンパク質の 1つである細胞質ダイ

ニンをアイドリング状態で微小管プラス端

(神経終末)までリサイクルしていることを

明らかにしてきた。本研究課題に於いては、

神経細胞終末での細胞質ダイニンの活性化

メカニズムを蛍光分子イメージングにより

解明することを目的とした。これらの神経細

胞内における分子ダイナミクスが、神経細胞

遊走という力学的現象を如何にして制御し

ているかを解明することは、神経細胞遊走障

害を伴う先天性疾患の発症メカニズムの解

明のためには意義があり、重要性も高い。具

体的には、インビトロ蛍光標識微小管グライ

ディングアッセイによるスクリーニングの

結果、低分量 GTPase	 Rab6a を LIS1・細胞質

ダイニン複合体の再編成過程を制御してい

る候補因子として同定することができた。低

分量 GTPase	 Rab6 の神経細胞内での機能的役

割を蛍光相互相関分光法(FCCS)(図 2 参照)、

蛍光 1 分子イメージングによる in	 situ蛍光

分子イメージング、量子ドット蛍光標識によ

る in	 vitro 微小管トランスポートアッセイ

(図 3 参照)、微小管共沈法、免疫沈降法等に

より詳細に検討した。これらより、活性型低

分子量 GTPaseRab6a は、神経細胞終末領域で、

LIS1 によってリサイクルされてきた細胞質

ダイニンに直接結合することによって活性

化し、細胞質ダイニン自身が微小管モーター

分子として働く逆行性輸送複合体を形成す

るという新しい微小管モータータンパク質

の分子制御メカニズムを示すことができた

( 図 4 参 照 )(Yamada	 et	 al.,	 Nature	 

Communications,	 in	 press)。	 
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