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研究成果の概要（和文）：ポリグルタミン病は、遺伝性の難治疾患であり、異常ポリグルタミンの凝集が病態形
成の主因である。私達は、ポリグルタミン蛋白質の発現量を抑制できる低分子化合物TMD-255を同定するととも
に結合するタンパク質の同定にも成功した。また結合分子が、化合物の標的分子であることを確認し、さらに、
当該分子の下流でポリグルタミンの発現量が減少する分子メカニズムを明らかにすることに成功した。本研究で
は、ポリグルタミン病モデルマウスの脳内にTMD-255を注入する実験も行っており、その結果、モデルマウスに
おいて神経変性疾患の改善が認められた。

研究成果の概要（英文）：Polyglutamine (polyQ) diseases are hereditary neurodegenerative disease 
caused by abnormally elongated glutamine-encoding CAG nucleotide expansions. In this study, we found
 low molecular compound TMD-255 to be effective at reducing accumulation of polyQ protein. We also 
identified an interacting protein with compound TMD-255 using chemical biology technique. 
Furthermore, we demonstrated the possible involvement of autophagy in the pharmacological effect of 
TMD-255. Importantly, TMD-255 improved the neurodegenerative disorder in polyQ-disease model mice.

研究分野： 病態細胞生物

キーワード： ポリグルタミン病　低分子化合物　ケミカルバイオロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低分子化合物TMD-255を用いて、ポリグルタミン病モデルマウスの改善が認められたことより、当該化合物を基
盤としたポリグルタミン病治療薬の開発が期待でき、社会的意義は大きい。また、TMD-255の標的分子が同定で
きたことから、ポリグルタミンタンパク質蓄積の分子メカニズムを明らかにできる端緒を得た。これらの知見
は、神経疾患の病態を解析する上で重要な学術的意義である。さらに、本研究では、ケミカルバイオロジーを用
いた新たな方法で、化合物の標的分子の同定に成功しており、この方法を他の疾患や病態に応用することで、本
研究の成果を医学研究全体に波及させることができる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ポリグルタミン病は代表的な神経変性疾患の１つで、原因遺伝子内のグルタミンをコードする

CAG 塩基配列の異常伸長を原因とする。グルタミン鎖の伸長は原因蛋白質のミスフォールディ

ングを引き起こし、ミスフォールドされたタンパク質の蓄積から、難溶性の凝集体が形成され

る。形成された凝集体は神経細胞に蓄積することで神経変性の原因となる。しかしながら、ポ

リグルタミン蛋白質の発現や凝集体形成は、その他の様々な要因によっても制御されており、

その詳細なメカニズムは明らかではない。 

ポリグルタミン病の解析において、多くの研究は、細胞生物学的、あるいは分子生物学的な方

法を用いているが、その解析は十分進んでおらず、申請者はケミカルバイオロジーを応用して、

凝集体形成メカニズムの解明、および治療法開発への応用を目指した。具体的には、ポリグル

タミンタンパク質の蓄積を抑制できる化合物を基盤として、ポリグルタミン病の病態に関わる

細胞現象を明らかにすることを目指した。 

研究開始時には、⑴YFP 融合ポリグルタミンタンパク質(YFP-polyQ)を発現した PC12 細胞、

⑵ポリグルタミン病のモデルマウスである脊髄小脳変性症１型(SCA1) マウスなどを準備して

おり、また、⑶ハイスループットスクリニングにより、神経細胞内でのポリグルタミンタンパ

ク質の蓄積を抑制する機能を有した低分子化合物 TMD-255 を同定していた。本研究では、当該

化合物などを用いて、⑴ ポリグルタミン蛋白質の発現制御メカニズムの解明、⑵ ポリグルタ

ミン病治療法の開発研究を行なった。 

 

２．研究の目的 

 神経細胞内でのポリグルタミンタンパク質の蓄積を抑制する機能を有した化合物 TMD-255 を

用いて、ポリグルタミンタンパク質の蓄積がどのようなメカニズムで抑制されているのかを明

らかにする。また、TMD-255 以外の同様な機能を有する化合物に関して、その有効性を、ポリ

グルタミン病モデルマウスを用いて検討し、詳細な解析を行う。これらの解析により、ポリグ

ルタミンタンパク質による凝集体形成、および病態に関わる細胞機能を明らかにする。 

 本研究はケミカルバイオロジーを用いて、これまでの手法では見出すことのできなかった疾

患関連分子の探索を行うものであり、ポリグルタミンタンパク質蓄積の新たなメカニズムの解

明が期待される。 

 

３．研究の方法 

1）TMD-255 によるポリグルタミンタンパク質の蓄積を抑制するメカニズムの解明 

(1)TMD-255に結合する分子を複数同定しており、これらの分子のsiRNAサイレンシングを行い、

YFP-PolyQ の蓄積量を測定することにより、いずれの分子が真の標的分子であるかを明らかに

する。また、TMD-255 化合物が、標的分子をどうのように変化させているのか明らかにする。

さらに当該分子の過剰発現細胞や発現抑制細胞に TMD-255 を添加した際の有効性の変化などの

解析を行い、TMD-255 の作用機構を明らかにする。 



(2) TMD-255 の投与は脊髄小脳失調症のモデルマウスである SCA1 マウスにおいて、運動障害を

有意に改善する。TMD-255 による、神経細胞の変化を、神経病理学的、細胞生物学的に解析す

る。 

 

２）ポリグルタミンタンパク質の蓄積を抑制できる TMD-255 以外の化合物の同定 

TMD-255 以外の化合物についても、細胞レベルの実験から、モデルマウスを用いた実験を行い、

有効に機能する化合物を同定する。 

 

３）創薬に向けた TMD-255 化合物の改良 

TMD-255 化合物の類縁体を多数作成し、ポリグルタミンタンパク質の分解活性を指標により活

性の高い化合物を開発し、その有効性を SCA1 マウスにおいて確認する。 

 

４．研究成果 

1）TMD-255 によるポリグルタミンタンパク質の蓄積を抑制するメカニズムの解明 

(1) TMD-255 の作用機構： 

❶ドキシサイクリン依存的に YFP-polyQ を発現する PC12 細胞に、ドキシサイクリンと同時に

TMD-255 を投与しておくと、YFP-polyQ の発現量は抑制される。この細胞に、複数の TMD-255

結合分子候補の siRNA サイレンシングを行い、ドキシサイクリンならびに TMD-255 を投与し、

48 時間後の YFP-PolyQ の蓄積量を測定した。その結果、新規タンパク質（以下 PolyQ inhibiting 

protein [PIP] ）の siRNA によって、TMD-255 による YFP-PolyQ の蓄積量抑制がキャンセルさ

れた。即ち、TMD-255 化合物の分子標的は PIP であると結論づけられた。 

❷PIP の阻害剤を開発し、YFP-polyQ を発現する PC12 細胞に投与したところ、siRNA と同様に

TMD-255 による YFP-PolyQ の蓄積量抑制がキャンセル

された（図１）。また、PIP 阻害剤単独でも、YFP-PolyQ

の蓄積量が顕著に増加した（図１）。即ち、TMD-255 化

合物の分子標的は PIP であり、PIP の発現量の多寡は

YFP-polyQ の発現量調節に直結していることが結論づ

けられた。 

❸YFP-polyQ を発現する PC12 細胞に、PIP を過剰発現させた細胞を作成したところ、YFP-PolyQ

の蓄積量が顕著に減少した。この結果も、PIP の発現量の多寡が YFP-polyQ の発現量調節に直

結することを示している。 

❹TMD-522 の下流のシグナルを検討したところ、オー

トファジーの活性化が認められた。即ち、PC12 細胞に

mCherru-LC3 を発現し、TMD-522 を投与したところ、細

胞質に多数の LC3 puncta が形成され、オートファジー

の活性化が顕著であった（図２）。オートファジーの活



性化は、ポリグルタミン病に対する抑制効果があることがしられている。 

(2) アタキシンモデルマウスに対する効果： 

①化合物 TMD-255 をアタキシンモデルマウスに 投与したところ、ポリグルタミン蛋白質の蓄

積減少、神経細胞脱落の減少、神経変性症状の改善などが認められた。即ち、この化合物はポ

リグルタミン病の治療薬開発のシード化合物となりうることが判明した。 

②化合物 TMD-255 をアタキシンモデルマウスに 投与 により TMD-255 結合分子 PIP の発現量

も増加したことで、 神経症状がどのように変化するのかについて、生化学的・神経病理学的 関

連性が確認された。 

 

２）ポリグルタミンタンパク質の蓄積を抑制できる TMD-255 以外の化合物の同定 

TMD-255 以外の化合物についても、細胞レベルの実験から、YFP-polyQ の発現抑制が認められる

化合物を 20 化合物同定することに成功した。 

 

３）創薬に向けた TMD-255 化合物の改良 

TMD-255 化合物の類縁体を 10 化合物作成し、ポリグルタミンタンパク質の分解活性を指標によ

り化合物の構造活性相関情報を得た。また、これを参考に、強活性の化合物１種類の開発に成

功した。 

 

これらの研究成果は、論文にまとめて、現在雑誌投稿中である。 
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