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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患は、いずれも有効な治療法に
乏しい難病である。本研究では、神経変性疾患の一種であるポリグルタミン病に対し、凝集形成抑制による治療
法開発を行い、以下の３つの成果を得た。(1)ポリグルタミンタンパク質と凝集阻害化合物の結合様式を明らか
にした。(2)分子シャペロンがエクソソームと呼ばれる細胞外小胞を介して細胞間伝播し、神経変性を抑制する
機序を明らかにした。(3)薬物を効率的に脳内に送達するためのキャリア分子を開発した。以上の結果は、ポリ
グルタミン病ならびに神経変性疾患に対する治療法開発に有用な知見を提供するものである。

研究成果の概要（英文）：Neurodegenerative diseases, including Alzheimer's disease and Parkinson's 
disease, are brain diseases with no effective therapies established to date. In this study, we aimed
 to develop therapy for polyglutamine diseases, one of the neurodegenerative diseases, and obtained 
three results. (1) We performed detailed analysis on the binding mode of disease-associated 
polyglutamine proteins with the aggregation inhibitor. (2) We found a novel proteostasis machinery 
that molecular chaperones are secreted from cells and transmitted to the other cells via exosomes, 
one of the extracellular vesicles, and suppress neurodegeneration in a non-cell autonomous manner.
(3) We successfully developed peptide carriers that can pass through the blood-brain barrier, which 
can be utilized as brain delivery carriers for drugs. These results provide important knowledge for 
drug development for polyglutamine diseases and neurodegenerative diseases.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 アルツハイマー病（AD）、パーキンソン病
（PD）、ポリグルタミン（PolyQ）病などの神
経変性疾患は、脳内の様々な領域における神
経細胞群の変性脱落により、多様な精神・神
経症状を呈する疾患であり、いずれも有効な
治療法に乏しい難病である。超高齢化社会に
臨む我が国においては、神経変性疾患の病態
解明および診断・治療法の開発は、学術的に
も社会的にも喫緊の重要課題である。多くの
神経変性疾患では、原因タンパク質の異常凝
集や蓄積が疾患発症や病態進行に深く関与
することが知られており、凝集体形成の抑制
による疾患治療開発が進められている。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、神経変性疾患に対し、原因タ
ンパク質の凝集阻害による治療法の開発を
行う。具体的には、PolyQ 病を対象として、
(1)異常伸長 PolyQ タンパク質に対する凝集
阻害化合物の結合様式を明らかにし、低分子
化合物設計のための構造情報を得るととも
に、(2)生体が本来有する分子シャペロンの
神経変性抑制機序の解明を行う。また、(3)
薬物を脳内に効率よく送達させるための脳
内移行性キャリア分子の開発を行う。以上か
ら、凝集形成抑制による PolyQ 病治療法開発
に資する知見を得る。	
 
３．研究の方法 
	 本研究で用いた PolyQ タンパク質は、チオ
レドキシン融合体（Thio-PolyQ）である。
Thio-PolyQ は、37℃において、経時的、濃度
依存的、PolyQ 鎖長依存的に凝集形成するモ
デル PolyQ タンパク質である。大腸菌発現系
により PolyQ 鎖長の異なる Thio-PolyQ タン
パク質を合成し、アフィニティークロマトグ
ラフィーならびにイオン交換クロマトグラ
フィーにより精製し、SDS-PAGE により分子量
と純度の確認を行った。また、異常伸長 PolyQ
タンパク質に対する特異的リガンドである
凝集阻害ペプチド QBP1、ならびに(3)におけ
るペプチドライブラリーのペプチドは、Fmoc
式固相合成法により合成し、HPLC により精製
したのち、MALDI-TOFMS により分子量確認を
行った。QBP1 立体構造解析に用いた 15N ラベ
ル化 QBP1（15N-QBP1）は、15N-QBP1 をチオ
レドキシン融合タンパク質として大腸菌発
現系により合成し、この融合タンパク質から
チオレドキシン部を酵素的に除去後、HPLC 精
製および MS確認により調製した。	
	
４．研究成果	
(1)PolyQ タンパク質と凝集阻害ペプチドの
複合体解析	
	 一般に、疾患の治療標的（疾患関連タンパ
ク質等）が明らかな場合、標的の構造情報に
基づいて治療薬を合理的に設計するドラッ
グデザイン創薬手法が有効である。しかし、
神経変性疾患においては、原因タンパク質が

溶液中で容易に凝集してしまうため、立体構
造解析がきわめて困難であり、治療候補化合
物を設計するための構造情報に乏しいのが
現状である。一方、PolyQ 病においては、原
因となる異常伸長PolyQタンパク質に対して
選択的結合活性・凝集阻害活性を有するペプ
チドリガンド QBP1 がファージディスプレイ
法により同定されている(Nagai	et	al,	J	
Biol	Chem	2000)。そこで本研究では、PolyQ
タンパク質に対する凝集阻害化合物の分子
設計に資する構造情報を得ることを目的と
して、PolyQ タンパク質/QBP1 複合体の解析
を行った。	
	 まず、本研究で用いるモデル PolyQ タンパ
ク質 Thio-PolyQ が、既報告と同様に、経時
的、濃度依存的、PolyQ 鎖長依存的に凝集体
を形成することを確認した(Nagai	et	al,	Nat	
Struct	Mol	Biol	2007)。次に PolyQ タンパ
ク質と QBP1 ペプチドとの結合様式について
検討を行った。等温滴定型カロリメトリーに
より、Thio-Q62 に対する QBP1 の結合定数、
結合比を推定した。その結果、Kd=2.0	µM、
結合比 n=2.9 であった。表面プラズモン共鳴
を用いた以前の検討では、Kd=5.7µM と報告さ
れており(Okamoto,	 Biochem	 Biophys	 Res	
Commun	2009)、今回の測定値とほぼ合致する
ことが確認された。	
	 次に、Thio-Q62/QBP1 複合体における QBP1
の NMR 立体構造解析を行った。等温滴定型カ
ロリメトリーにより得られた結合モードに
基づいて15N-QBP1 と Thio-Q62 の複合体を形
成させ、NMR 測定を試みた。その結果、
15N-QBP1に由来するNMRスペクトルが観測さ
れたものの、著しく減弱しており、15N-QBP1
のみ（Thio-Q62 なし）のスペクトルとほぼ同
一であった。これは、15N-QBP1 が NMR 測定中
に凝集体に取り込まれた結果であると考え
られ、Thio-Q62 は QBP1 存在下においても微
細な凝集体を形成し、NMR 測定が困難である
ことが示唆された。Thio-Q62 の代わりに、よ
り凝集性の低い短鎖PolyQタンパク質である
Thio-Q45、Thio-Q35 を用いて NMR 測定を行っ
たが、Thio-Q62 の場合と同様に、やはりスペ
クトルが著しく減弱していた。405	nm の吸光
度を指標とした濁度測定では、QBP1 添加によ
り不溶性凝集形成がほぼ認められないこと
から、Thio-PolyQ タンパク質は QBP1 の存在
下において、濁度測定では検出されない程度
の微細な可溶性凝集体を形成していること、
また、QBP1 は PolyQ タンパク質を可溶性微細
凝集状態に移行させることで、不溶性凝集形
成を抑制していることが示唆された。凝集性
のより低い PolyQ タンパク質として、チオレ
ドキシンではなく、グルタチオン-S-トラン
スフェラーゼ（GST）を用いた PolyQ 融合タ
ンパク質を調製し、測定を進めている。	
	
(2)分子シャペロンのエクソソーム伝播を介
した新しい神経変性抑制機構の解明	
	 分子シャペロンは、タンパク質のミスフォ



ールディングや凝集形成を抑制することで、
生体内のタンパク質恒常性を維持している。
以前より、私たちは分子シャペロンの凝集抑
制作用に着目し、PolyQ 病に対して分子シャ
ペロンを用いた遺伝子治療法を開発する試
みを進めていた。その過程において、Hsp40
などの分子シャペロンをウイルスベクター
によりPolyQ病モデルマウスの神経細胞に過
剰発現させると、ウイルス感染細胞だけでな
く、周辺のウイルス非感染細胞においても凝
集体形成が抑制されることを見出し、分子シ
ャペロンの個体レベルにおける non-cell	
autonomousな治療効果を報告した(Popiel	et	
al,	PLoS	One	2012)。そこで本研究では、上
記の分子機序を明らかにするため、培養細胞
を用いた検討を行ったところ、Hsp40 をはじ
めとする細胞質の熱ショックタンパク質な
どの様々な分子シャペロンが、エクソソーム
と呼ばれる細胞外小胞の一種により積極的
に細胞外分泌されていることを見出した。ま
た、凝集性PolyQタンパク質を発現するPolyQ
病モデル細胞に対し、分子シャペロンを含む
エクソソームを培地に添加して培養すると、
PolyQ タンパク質の凝集形成が顕著に抑制さ
れることがわかった。さらにショウジョウバ
エ個体を用いた検討から、分子シャペロンが
エクソソームを介して細胞非自律的に遠隔
組織の神経変性を抑制することを見出した。
以上から、分子シャペロンはエクソソームを
介して細胞外分泌、細胞間伝播し、他の細
胞・組織で神経変性を抑制するという
non-cell	autonomous な治療効果を発揮する
ことが明らかとなった（Takeuchi	et	al,	PNAS	
2015）。本研究の成果により、生体が備える
新たな凝集抑制機構の分子機序が明らかと
なったとともに、エクソソームに着目した治
療法開発の可能性が示された。	
	
(3)脳内移行性キャリア分子の開発	
	 脳と末梢組織の間には血液脳関門(BBB)と
呼ばれる物理的障壁が存在し、特定のトラン
スポーターなどによって積極的に輸送され
る一部の分子を除き、ほぼ全ての血流中の分
子は脳内への移行が制限されている。一般に
脳疾患治療薬は脳内で働くことが求められ
るものの、末梢から投与された場合はやはり
BBB により脳内移行が制限されると考えられ
ることから、薬物の脳内移行を促進する汎用
的な脳内送達キャリア分子の開発が強く求
められている。そこで本研究では、薬物を脳
内に効率よくデリバリーするキャリア分子
の開発を行った。様々な配列からなる細胞移
行性ペプチド PTD のライブラリーを作製し、
in	vitro で BBB 構造を再現した In	vitro	BBB	
kitを用いて網羅的にBBB透過性を評価した。
その結果、複数の BBB透過性 PTD を同定した。
このうち、in	vitro で最も高い BBB 透過性が
認められた PTD-A について、マウス心臓から
in	situ	brain	perfusion 法により灌流し、
脳内移行性を評価したところ、脳実質中への

高い移行が認められた。また、PTD-A の脳内
移行量は、PTD-A の初期濃度に依存して増大
し、今回検討した濃度域では脳内移行量の頭
打ち（移行量の飽和）は見られなかった。こ
のことから、PTD-A は何らかのトランスポー
ターを介して脳内移行しているというより
は、むしろ別の機序により BBB を通過してい
るものと考えられる。BBB 透過機序に関して
は今後も引き続き検討していく予定である。
一方、血管内皮細胞株を用いた検討から、今
回使用した濃度域でのPTD-Aの細胞毒性はほ
とんど認められなかった。以上の検討から、
本研究で見出された PTD-A は、マウスにおい
て高い脳内移行性を有し、薬物の脳移行性キ
ャリア分子としての応用が高く期待できる
ものと考えられる（特許出願済み、論文準備
中）。現在、PTD-A をマウスに末梢投与した後
の全身分布や体内動態を検討している。また、
脳内移行性に乏しい薬物とPTD-Aをコンジュ
ゲートさせ、末梢投与により脳移行性改善が
認められるかどうかについて検討を進めて
いる。	
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