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研究成果の概要（和文）： 

我々が開発した細胞内 TDP-43 蓄積細胞モデルを利用して，これらの凝集体形成を抑制する低分
子化合物の探索を行った。その結果，植物由来のポリフェノールであるゴシペチンを含む数種
類の化合物に，細胞内 TDP-43 蓄積を抑制する効果があることを見いだし，これらの特許申請を
行った。これらの化合物は，筋萎縮性側索硬化症（ALS）や前頭側頭葉変性症（FTLD-TDP）の新
たな治療薬となる可能性がある。 
 

研究成果の概要（英文）： 
We established a new cellular model for intracellular TDP-43 aggregate formation and 
screened small molecules which inhibit the formation of TDP-43 aggregates using this model. 
These compounds may be possible new drugs for the treatment of ALS and FTLD-TDP.  
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１．研究開始当初の背景 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）および前頭側頭
葉変性症（FTLD）患者に認められるユビキ
チン陽性の細胞内封入体の主要な構成タン
パク質として，TAR DNA-binding protein of 

43 kDa（TDP-43）が同定された。また家族
性および弧発性 ALS 患者の遺伝子解析によ
り TDP-43 遺伝子において多数のミスセンス
変異が同定され，TDP-43 の異常と発症との
関連が遺伝学的に明らかとなった。したがっ
て，TDP-43 の異常な細胞内凝集体形成を抑

制することは，これらの疾患の治療のターゲ
ットとなることが考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では，まず培養細胞内に TDP-43 が蓄
積する系の確立を行い，このモデルを利用し
て TDP-43 の細胞内凝集体形成を抑制する低
分子化合物の探索を試み，ALS や FTLD の
新たな治療薬の開発を行うことを目的とし
た。 
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３．研究の方法 

我々は以前に，TDP-43 の核移行シグナルおよ
びその類似配列（187-192 残基）を欠損した
変異体や，患者脳に蓄積する TDP-43 の C 末
端断片（219-414 残基）と Green fluorescent 
protein（GFP）の融合体を培養細胞（SH-SY5Y）
に発現すると，リン酸化 TDP-43 抗体および
ユビキチン抗体に陽性な細胞質凝集体が出
現することを報告した（Yamashita M etal, 
FEBS Lett. 2009）。この細胞内 TDP-43 蓄積
モデルを用いて，TDP-43 の細胞内凝集を抑制
する低分子化合物の探索を行った。具体的に
は ， SH-SY5Y 細 胞 に
pcDNA3-TDP43-deltaNLS&187-192 ある いは
pEGFP-TDP43-219-414 を一過性に発現し，そ
の後，種々の低分子化合物を添加した。３日
間培養を行った後に，蛍光顕微鏡による観察
およびイムノブロット解析を行った。 
 
４．研究成果 
結果 
今回試験した化合物は，我々が開発した上記
細胞モデルの実施許諾契約を締結した国内
製薬企業から提供された７化合物（化合物 A
〜G）および我々が所有する化合物ライブラ
リーのディメボンあるいはポリフェノール
化合物であるプルプロガリン（2L）およびゴ
シペチン（1B）である。これらを用いて，
TDP-43 の欠損変異体（deltaNLS&187-192）お
よび C末端断片（GFP219-414）の発現による
細胞内凝集体形成の抑制効果について試験
した。 
 まず，プラスミド発現に対する化合物の影
響について検討した。GFP の空ベクター
（pEGFP-c1）を化合物存在下において細胞に
発現させ，３日間培養を行い，GFP の発現量
をイムノブロットにて調べた。その結果，今
回用いたいずれの化合物においても，GFP の
発現量を低下させる効果はなく，プラスミド
発現に対する抑制作用は全く認められなか
った。 
 次に，GFP219-414 の凝集体形成に関して化
合物の効果を調べたところ，ポジティブコン
トロールとして使用したディメボンは，
GFP219-414 発現による凝集体形成を効率よ
く阻害したが，化合物 A，B，C，2L および 1B
には，いずれも C末端断片の凝集体形成を抑
制しなかった。その他の化合物に関しては，
化合物 Dには顕著な細胞死誘導効果あるいは
細胞増殖抑制効果が見られたため，その後の
試験には用いず，また化合物 Eおよび Fにつ
いては，試験していない。 
 また，核移行シグナルおよびその周辺配列
の欠損変異体（deltaNLS&187-192）の発現に
よる細胞内凝集体形成に対する化合物の効
果について検討した。その結果，ポジティブ
コントロールとして使用したディメボンで

は，約 80%の凝集体形成の抑制効果が認めら
れた。一方，化合物 A，B，E，Fおよび 1B に
おいても，ディメボンと同様に，40〜50%程
度の阻害効果が認められた。また，化合物 C
および 2L には，そのような抑制効果は認め
られなかった。 
 さらに，これらの蓄積細胞モデルを利用し
て，市販されている化合物ライブラリー（約
1500 種類の化合物）を検索したところ，フル
ベストラント，アモジアキン，ミトタン，レ
チノイン酸，ブロムヘキシン塩酸塩，ニフェ
ジピンの 6化合物を新たに見いだした。これ
ら 6化合物については現在特許申請している。 
 
考察 
 今回，製薬企業から提供を受けた化合物に
ついては名称や構造などの情報は開示され
ていないが，化合物 C以外の化合物は TDP-43
と相互作用する活性を有する。本試験の終了
後にその情報を提供されたため，試験中はど
の化合物に TDP-43 の細胞内凝集体形成に対
する抑制効果があるのかは全く予想できな
かった。しかしながら，化合物の活性と欠損
変異体の発現による細胞内凝集体形成の抑
制効果が見事に一致した。この結果は，我々
の細胞内 TDP-43 蓄積モデルが，低分子化合
物による TDP-43 の細胞内蓄積の抑制を調べ
る上で，極めて有用なスクリーニングツール
として用いることができることを示してい
る。また今回，細胞内 TDP-43 の蓄積を抑制
した化合物はいずれも，TDP-43 の C 末端断片
の発現による凝集体形成は抑制せず，全長
TDP-43に近いNLS欠損変異体の発現による細
胞内凝集体の形成を抑制した。これらの結果
により，化合物の作用点が TDP-43 の N 末端
側にある，あるいは C末端断片による凝集体
と欠損変異体による凝集体では構造が異な
るため，化合物の効果に相違が生じたのでは
ないかと考えられる。いずれにしても，今回
見いだされた化合物は，ALS や FTLD の新たな
治療薬として，今後さらに動物レベルでの基
礎的な試験などを積み重ね，さらに開発され
ていくことが大いに期待される。 
 
結論 
 本試験において新たに見いだされた，
TDP-43の細胞内蓄積を抑制する化合物 A，B，
E，F，ゴシペチン，フルベストラント，アモ
ジアキン，ミトタン，レチノイン酸，ブロム
ヘキシン塩酸塩，およびニフェジピンは，ALS
や FTLDの新たな治療薬となる可能性がある。 
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