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研究成果の概要（和文）：我々は、VCP蛋白のATPase阻害活性を持つ物質に神経保護効果があることを見出してきた。
本研究では、細胞保護効果のある新たな化合物を探索し、数化合物に、今までの化合物と同等の細胞保護活性があるこ
とが明らかになった。一方、薬剤の薬効を評価するにあたって、試験管内で病気の状態を再現できれば、非常に有用で
ある。眼疾患患者さんからiPS細胞を樹立、網膜細胞に分化させ、薬効スクリーニング系を樹立する礎を築いた。

研究成果の概要（英文）：We have shown that compounds which have inhibiting activity of VCP ATPase have 
neuroprotective effects. In this study, we explored new chemicals and found that several chemicals 
possessed cell protective effect. Moreover, we have developed screening systemes to test effectiveness of 
drugs in vitro. Using iPS cells from patients with ocular diseases, retinal cells with dysfunction 
similar to diseases could be prepared. These cells might be used for drug screening.

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 

緑内障は、網膜神経節細胞が変性脱落する
ことにより視野欠損をきたす疾患で、現在日
本において中途失明の一番の原因である。現
状では眼圧降下のみが有効な治療とされてい
るが、十分に眼圧を下げてもなお視野障害が
進行する例が少なくない。一方、網膜色素変
性は、視細胞が変性脱落することにより、夜
盲、視野狭窄、視力低下をきたす疾患で、近
年、国内・海外にて、神経栄養因子などによる
治療、遺伝子治療や再生医療の試みが始まり
つつあるが、有効な予防・治療法は確立され
ていない。高齢化に伴い増加中の加齢黄斑変
性では、新生血管に対する治療は発達してき
たが、新生血管予防や前駆期であるドルーゼ
ンに対する治療は存在しない。現状では治療
法が未確立なこれら眼難治疾患に対し、革新
的な予防治療法の開発が切望されている。 

VCP (valosin-containing protein, Koike 
M, Kakizuka A, et al. J Biol Chem 2010.)
は、細胞が異常蛋白質の蓄積や酸化ストレス
遭遇時に重要な働きをする蛋白質である。
我々が合成した VCP の ATPase に対する調節
剤（モジュレータ）、KUS121（Kyoto University 
Substance）には組織を超えて細胞死を防御す
る作用 (特許 5822840)、緑内障や網膜色素変
性モデルマウスにおいて、変性抑制効果のみ
ならず網膜電図での機能保持が認められるこ
と(特許 5822840, Ikeda HO et al, Sci Rep 
4, 5970, 2014)、黄斑変性モデルマウスにお
いて、ドルーゼン消失・形成抑制効果を持つ
こと(特願 2013-031190)が明らかになりつつ
ある。したがって、緑内障や網膜色素変性、加
齢黄斑変性に対して、神経保護・ドルーゼン
治療という新たな治療法の開発に現実性が生
じて来た。KUS121 に関しては、急性眼疾患に
対してその神経保護効果を検討すべく、医師
主導治験の準備を進めている。しかし幅広い
眼難治疾患への臨床応用を考えた場合、最適
化が是非とも必要である。 

一方、iPS 細胞は、成人皮膚細胞に若返り遺
伝子を導入し、多分化能を獲得させたもので
ある。京大病院に iPS 細胞外来が設置され、
眼難治疾患患者からの iPS 細胞樹立が可能で
あり、また、ヒト iPS 細胞から各網膜細胞へ
の分化誘導に成功している（Ikeda H ら. Nat 
Biotechnol 2008;26:215）。 
 

２．研究の目的 

本研究では、シュミレーションにより、よ
り低濃度で薬効が見込める化合物の検討を行
い、その結果に基づき新規化合物を合成、in 
vitro での VCP ATPase 阻害活性・細胞保護活
性を検討し、現有の KUS 化合物より強力な神
経保護作用を持つものがあれば、Ames 試験な
らびに小核試験を行い、その安全性を確認す
る。また、効率よく vivo での薬効薬理実験を
行うため、vitroでのスクリーニング系確立を
行う。具体的には、各眼疾患患者から iPS 細
胞を樹立し、各網膜細胞に分化誘導し、生存

率や機能解析を行えるようにする。 
 
３．研究の方法 

（１)VCP ATPase モジュレータの新規探索 
VCP 蛋白の ATPase 活性を阻害する新規化合物
KUS121 は、網膜細胞保護活性があり、Ames 試
験も陰性であり、現在臨床治験に向けて安全
性試験中である。しかし、IC50 が 330 nM であ
り、また溶解度がそれほど高くないため、よ
り低濃度で薬効があり、かつ安全性の高い薬
剤、つまり薬剤の最適化が必要不可欠である。 
①バーチャルスクリーニング 
今までの知見により、化合物の構造上細胞

保護活性に大事な部分はほぼ明らかなことか
ら、バーチャルスクリーニングを実施し、既
存化合物から、VCP ATPase 阻害活性を持つ可
能性のある化合物を選定した。 
②培養細胞保護活性検討 
①で選定された上位 57 化合物を購入し、培

養細胞での保護活性を検討した。具体的には、
HeLa 細胞を低グルコース下（0.20 g/L）で培
養し、新規化合物を 25, 50, 100 µM で加え、
3 日後に WST 試薬を用いて OD450 nm の吸光度
を測定し、生存細胞数を比較した。同様にHeLa
細胞にツニカマイシン（TM, 0.2 µg/mL）を加
えて小胞体ストレスを惹起し、新規化合物を
25, 50, 100 µM で加え、２日後に WST 試薬を
用いて OD450 nm の吸光度を測定し、生存細胞
数を比較した。対照として KUS121 50 µM 及び
KUS187 25 µＭを使用した。また、化合物は、
滅菌のために、培地に加えたのちに、フィル
ター滅菌をしたもの、およびフィルター滅菌
をしないものを、各々評価した。保護効果の
見られたものに関して、低グルコースでの細
胞保護効果を再検討した。 
③ATPase 阻害活性検討 
 ②にて細胞保護活性の強い化合物に関して、
各々30 µM の濃度で in vitro での VCP 蛋白の
ATPase 阻害活性を測定した。具体的には、Sf9
細胞にて合成した VCP と化合物および[ɤ-
32P]ATP を in vitro で反応させ、遊離 ɤ -32P
を測定することで、ATPase 活性を比較した。 
 
（２）患者由来 iPS 細胞を用いた薬剤効果ス
クリーニング系確立 
①眼疾患患者からの iPS 細胞樹立 
網膜色素変性・加齢黄斑変性患者および健

常コントロールから、文書にて同意を得たの
ち、患者皮膚組織を採取、初期化遺伝 OCT3/4, 
SOX2, KLF4,MYC の導入により、iPS 細胞株を
樹立した。 
②iPS 細胞から視細胞、神経節細胞、網膜色素
上皮への分化誘導 
各樹立 iPS 細胞を、すでに我々が確立した

浮遊培養法（SFEB-DL 法：Ikeda H ら. Nat 
Biotechnol 2008;26:215）で分化誘導し、網
膜細胞を作成した。具体的には、5-10 細胞塊
を分化培地にて 20 日間浮遊培養、分化細胞塊
を接着培養すると 20-30 日ほどで網膜細胞の
前駆細胞に分化する。さらに 30-60 日培養を



続けると敷石状で色素を持った網膜色素上皮
や視細胞、神経節細胞が得られる。 
③分化網膜細胞における形態・機能検討 

分化誘導した患者由来の網膜細胞に対し、
その生存率や、代謝状況、形態に関して、患者
及び正常人由来細胞で差があるか検討した。 
 
４．研究成果 
（１)VCP ATPase モジュレータの新規探索 
 バーチャルスクリーニングにより VCP 
ATPase活性を持つ可能性が高い化合物をスコ
アリングし、そのうち、入手可能な 33 化合物
を購入した。 
 化合物の溶解性は、まちまちで、50 µM とな
るように培地に加え、顕微鏡で観察をしたと
ころ、析出が見られるものが半数程度存在し
た。 
 低グルコースによる細胞保護活性を検討し、
50 µM KUS121 に比較して 30%以上の細胞保護
率であった化合物を 16 化合物に絞り、ツニカ
マイシン負荷による細胞に対する保護効果を
検討した。その結果、IS24 および IS25 では、
50 µM KUS121 より生細胞数が多い結果となっ
た。 
 構造相関を検討するために、細胞保護活性
の強かった化合物の周辺化合物をさらに、24
化合物購入し、同様に、低グルコースによる
細胞保護活性を検討した。その結果、24 化合
物の中から 9 化合物に絞り込み、ツニカマイ
シン負荷による細胞保護効果を検討、各々、
細胞保護効果があることを確認した。図１に
低グルコースでの細胞保護効果に関して、
KUS121 の保護効果を 1とした時の各化合物の
保護活性を示す。 
  

図１ 各化合物の細胞保護効果 
最初の数字は化合物番号を、_の後の 100,50, 
25 は終濃度（µM）を、f は培地の無菌化フィ
ルター操作を示す。  
 

次に、上記 15 化合物に関して、各々30 µM
での in vitro での VCP 蛋白の ATPase の阻害
活性に関して検討した。検討は、連携研究者
の垣塚らと行った。その結果、30 µM では、い
ずれも、KUS121 と同等な ATPase 阻害活性が
認められなかった（図２）。 

図２ VCP ATPase 阻害活性 
いずれの化合物も 30 µM で検討した。 

 
 
以上のように、バーチャルスクリーニング

によって、細胞保護効果のある化合物は複数
見つかったが、いずれも、KUS121 と同等な VCP 
ATPase 阻害活性は認めなかった。今後、細胞
保護活性の強い、IS-24, IS-26 を中心に、そ
の保護メカニズムの解明、および、安全性試
験を行い、新たな細胞保護薬の候補となりう
るか検討してく。 
 
（２）患者由来 iPS 細胞を用いた薬剤効果ス
クリーニング系確立 
 網膜色素変性患者 3 名、加齢黄斑変性患者
3 名、および健常コントロール 3名から、同意
を得たのち、皮膚切除、iPS 細胞樹立を目指し
た。iPS 細胞の樹立は、連携研究者の平家らの
協力のもと CiRA にて行った。 
 加齢黄斑変性患者並びに、眼底の健常コン
トロールは、高齢のため、iPS の樹立が非常に
困難であり、時間もかかったが、現在までに、
樹立を終えた。 
 樹立ができた順番に、分化誘導を行い、網
膜色素上皮へ分化させた。確認のできたすべ
てのラインで、網膜色素上皮への分化効率に
差異はなかった。 
 次いで、網膜色素上皮細胞の増殖率を調べ
た。その結果、一部のラインで、網膜色素上皮
細胞の増殖が低下していることが示唆された。
次に、網膜色素上皮の大事な機能である、貪
食能を検討した。その結果、一部のラインで
は、貪食能が低下し、また、一部のラインでは
逆に貪食能が亢進していることが示唆された。
視細胞外節の貪食・代謝にも、ライン間で差
異があることが示唆された。 
 iPS 樹立に時間がかかったために、分化網
膜細胞における各疾患での表現型の確定は、
今後の課題である。機能亢進・低下がみられ
るもの、増殖率が違うものが存在することか
ら、この中から、もっともスクリーニングと
して適した再現性・易検出性・良好な再現性
のものを見出すことで、非常に有用なスクリ
ーニング系が樹立できると考えられる。 
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権利者：国立大学法人京都大学、他一社。 
種類：用途特許 
番号：特許 5822840 
取得年月日：平成 27 年 10 月 16 日 
国内外の別：国内  
 
②名称：眼疾患処置薬 
発明者：垣塚 彰、堀 清次、池田華子、吉村
長久、中野紀子、首藤敏之、渕上智弘。 
権利者：国立大学法人京都大学、他一社。 
種類：用途特許 
番号：米国 ９２０６１２９ 
取得年月日：２０１５年（平成２７年）１２月
８日 
国内外の別：海外 
 
③名称：眼疾患処置薬 
発明者：垣塚 彰、堀 清次、池田華子、吉村
長久、中野紀子、首藤敏之、渕上智弘。 
権利者：国立大学法人京都大学、他一社。 
種類：用途特許 
番号：イギリス・フランス 登録番号：２６２
３４９４ 
取得年月日：２０１５年（平成２７年）９月２
日 
国内外の別：海外 
 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
https://www.facebook.com/pages/京都大学
網 膜 神 経 保 護 治 療 プ ロ ジ ェ ク ト
/312249548958205 
http://www.kuhp.Kyoto-
u.ac.jp/~ganka/index.html 
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京都大学・大学院医学研究科・准教授 

研究者番号： 20372162 

 

(2)研究分担者 

なし 

 

(3)連携研究者 

畑 匡侑（HATA, Masayuki） 

京都大学・大学院医学研究科・助教 

研究者番号：70748269 

 

垣塚 彰（KAKIZUKA, Akira） 

京都大学・大学院生命科学研究科・教授  

研究者番号：80204329 

 

平家 俊男（HEIKE, Toshio） 

京都大学・大学院医学研究科・教授 

研究者番号：90190173 

 

 

 


