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研究成果の概要（和文）：遺伝性筋萎縮性側索硬化症（ALS）では、SOD1タンパク質に疾患変異（アミノ酸置
換）がみられ、その構造異常を通じてALSを発症することが知られている。SOD1の構造解析に基づいて、それに
結合する低分子化合物エブセレンを構造展開して、SOD1を安定化する候補化合物を合成した。そして、エブセレ
ン類縁化合物のスクリーニングを通じて、候補化合物が変異タンパク質による毒性に対する神経保護効果を発揮
することを培養神経細胞およびSOD1-ALSマウスにおいて示した。本研究課題を通じて、英国・日本の構造生物
学・病態神経科学の若手研究者が学術交流し国際共同研究成果として論文発表した。

研究成果の概要（英文）：Based on the structural analysis of Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1), we 
synthesized a candidate compound that stabilizes SOD1 by expanding the structure of ebselen, a small
 molecule compound that binds to SOD1. We synthesized a candidate compound that stabilizes SOD1. 
Through screening ebselen analogues, we demonstrated that these compounds have neuroprotective 
effects against toxicity induced by mutant proteins in cultured neurons and amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS) mice. Through this project, researchers in structural biology and neuroscience from 
the U.K. and Japan exchanged academic ideas and published the results in an international joint 
research paper.

研究分野：病態神経科学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ALS等の神経変性疾患では疾患に特徴的な病因タンパク質の構造異常が神経変性に深く関与するため、疾患・構
造生物学の融合研究が不可欠といえる。本研究課題は、英日研究者の国際共同研究により病態解明を進め、学術
論文として成果を発信した。学術的意義として、異分野連携による新たな知見創出と研究手法の確立が挙げられ
る。社会的意義では、難治性疾患克服への基盤構築と若手研究者の国際ネットワーク形成により、将来的な治療
法開発と研究人材育成に貢献した。国際協力による包括的アプローチは、神経変性疾患研究に新たな展開を切り
開くものである。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
    筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、運動神経細胞に選択的な細胞死を来す神経変性疾患であ

る。ALS は、進行性の筋萎縮および麻痺を呈する致死性の指定難病で、その治療薬としてリ
ルゾールおよびエダラボンが認可されているものの、その効果は極めて限定的であるため、
病態理解に基づいたより効果的な治療法の開発が強く求められている。 
 ALS の約 90％以上は孤発例であるが、一部は家族性に発症し、その中でも多数を占める
のが superoxide dismutase 1（SOD1）をコードする SOD1 遺伝子上のミスセンス優性変異で
ある。英国リバプール大学の Samar Hasnain 教授の研究グループは、2000 年初頭からこの
変異 SOD1 タンパク質の立体構造を詳細に解析しており(Strange et al. (2003) J Mol Biol, 
Hough et al. (2004) PNAS, 他)、最近、低分子化合物エブセレンが SOD1 タンパク質の立
体構造の異常化を抑制することを見出した（Capper et al. (2018) Nat Commun）。エブセ
レンは構造解析の結果、本来の二量体化 SOD1 を安定化するように位置することが明らかと
なった（図１）。エブセレンは抗酸化作用を有し、脳梗塞や双極性障害の治療薬候補でもあ
る、比較的安全性の高い化合物である（Yamaguchi et al. (1998) Stroke）。しかし、エブ
セレンは水溶性が低く、水中で容易に析出したことから、ALS のような慢性疾患においては
長期の投与および吸収性の向上を目的として、水溶性および水中安定性の高い化合物へ展
開する必要がある。 

一方、ALS の大多数を占める孤発例の病巣では、RNA 結合タンパク質 TDP-43（TAR DNA 
binding protein-43）が核外へ漏出し、細胞質に異常蓄積して凝集体を形成することが普遍
的な特徴である（Neumann et al. (2006) Science, Arai et al. (2006) Biophys Biochem 
Res Commun）。TDP-43 の局在異常は RNA恒常性の破綻をきたし、
神経細胞死につながると考えられ、実際に TDP-43 をコードす
る TARDBP 遺伝子上の変異は家族性 ALS を発症する。また、最
近では核内の RNA が液-液相分離を抑制して RNA 結合タンパク
質の凝集を抑制していることが報告された（Maharana et al. 
(2018) Science）。従って、TDP-43 の核外漏出や凝集を抑制す
れば、孤発性 ALS の病態の改善に向けた大きな一歩となると考
えられる。 

       
図１. Ebselen と SOD1 タンパク質の結合： エブセレンは SOD1 タンパク質２量体の界面
に結合して SOD1 の 2量体を安定化し、タンパク質の異常化を抑制する。 

 
２．研究の目的 
   本研究課題では、英国リバプール大学の構造生物学研究チームと共同で構造生物学的知

見に基づいた筋萎縮性側索硬化症(ALS)の分子病態解明と新規治療戦略の開発を目指す。具
体的に、1) ALS原因タンパク質 SOD1 の立体構造を安定化させて疾患の進行を抑制する化合
物の開発、2) 単量体 TDP-43 の分子の生物物理学的性状解析と立体構造解析を行う。SOD1
の構造安定化を目標に、英国チームが合成した化合物について、本邦チームが共同で培養細
胞を用いたスクリーニング・構造解析を行い、神経保護効果を細胞やモデルマウスを用いて
検証する。また、TDP-43 タンパク質の解析について、本邦チームによる知見である、ALS 病
理の特徴である TDP-43 の異常蓄積や核外漏出と蛋白の構造異常の関係性に着目し、このメ
カニズムをタンパク質の物理化学的特性ならび立体構造解析から解明する。  

 
３．研究の方法 
  以下の研究方法により、本研究課題を遂行した。 
  １）エブセレンおよび類縁化合物の設計、合成： 

評価対象化合物の設計および合成は英国側研究者が行った。水溶性や安定性などの化合
物の基本的な化学的特徴の測定、および結晶化による複合体の立体構造の取得を行い、培養
細胞で使用可能と考えられる十分な安定性やSOD1への結合能などの特徴を満たす候補を絞
り込んだ。（リバプール大学） 
２） 候補化合物のスクリーニング： 

上記で得られた候補化合物を、神経培養細胞（Neuro2a 細胞株）を用いたスクリーニング
により絞り込みを行った。評価項目は、（１）細胞内における異常化 SOD1 タンパク質の蓄積
量、（２）細胞内における SOD1 タンパク質の安定性、（３）培養細胞に与える異常 SOD1 タン
パク質の毒性からの保護効果、の 3点で行った。（名古屋大学） 
３） ALS-SOD1 動物モデルを用いた候補化合物の検証： 
発症直前、およそ生後３ヶ月の変異 SOD1-G93Aトランスジェニックマウス（ALSモデルマウ
ス）に候補化合物を自由飲水により終末期まで投与する。投与濃度は、培養細胞によるスク
リーニングの結果をもとに海外共同研究者と打ち合わせのうえ、決定する．治療効果の指標
として、（１）生存期間（２）体重減少（３）ローターロッド試験を測定し、化合物投与群
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で対照群と比較して差があるか検証した。（名古屋大学） 
４） TDP-43 の構造異常の検討： 
TDP-43 の核外移行や細胞質への凝集には、TDP-43 の単量体化状態が重要であることを見

出した。単量体 TDP−43 の構造予測を行い、2量体と比較することで単量体 TDP-43 に特異的
な構造を解析した。（名古屋大学） 

 
４．研究成果 
１）エブセレン類縁化合物による神経細胞保護 

  英国チームがエブセレンの構造から異常化 SOD1 との結合に必須でない部分を様々に改変し、
多数の候補化合物を作製した。その結果、異常化 SOD1 への結合と安定化の効果がエブセレン
より優れた化合物が複数得られた。また実際に、その結合状態を立体構造解析によって明らか
にした。そこで、名大チームは得られた候補化合物が実際に神経保護効果を発揮するか、まず
異常化 SOD1 を発現する神経培養細胞を用いて検討した（図 2）。その結果、エブセレンが細胞
を保護できる濃度（1 µM）よりもはるかに低い濃度（0.1 µM）で強力に細胞を保護できる有望
な化合物であることが判明した。また、それらの化合物はエブセレンよりも細胞に対する毒性
も低く安全であることや、化合物の保護効果は、現在、ALS の治療薬として使用されているエ
ダラボンより優れていた。（Amporndanai, Rogers, Watanabe et al. EBioMedicine, 2020） 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 異常化 SOD1 を発現した神経細胞における候補化合物の保護効果 

開発した化合物のなかで、化合物#9 と#10（Cpd9, Cpd10）が非常に高い細胞保護効果を示した

（赤枠内）。また、両化合物はエダラボン（Edaravone, 灰色）より低濃度で効果があり、その効

果も優れている。青破線は毒性のない状態での細胞生存率（陽性対照）、黒破線は化合物を加え

ない状態での細胞生存率（陰性対照）を示す。相対細胞生存率は、MTSアッセイにより計測した。 

 

２）ALSモデルマウスにおけるエブセレン類縁化合物の検証 

SOD1-G93Aマウス（メス）に対して 70日齢から終末期（約 160日）まで、#9, #10 の化合物を

混餌投与した（0.016%w/w, 24mg/kg）。発症時期は最大体重の時点を発症時期、生存期間は、後

肢麻痺により設定したエンドポイントとした。#9 は、発症時期を約 11日遅延(control: 104.4 

± 8.7 days vs #9:115.5 ± 9.2 days, n=12 each)、#10 は、発症時期を約 15日遅延（control: 

106.4 ± 9.0 days vs MR6-26-2: 121.1 ± 7.2 days, n=20 each）、生存期間を 6.4日延長し

た。また、clasping score で評価した臨床症状についても#10投与群で改善がみられた（図３）。 

#10投与群において、脊髄における不溶化変異 SOD1 タンパク質、S-Sオリゴマー化変異 SOD１

が減少し、運動ニューロンにおけるミスフォールド SOD１の蓄積も軽減された（C4F6抗体による

免疫染色による）。また、前脛骨筋における神経筋接合部の支配率も投与群において改善がみら

れた。(Watanabe et al. Scientific Reports, 2024) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３.エブセレン類縁化合物の投与により SOD1-G93Aマウスの発症時期が遅延した。（A）発症時

期、(B)生存期間曲線（#10: MR6-26-2）平均発症時期、生存期間を示した（n=20, two-way ANOVA following 

posthoc multiple comparisons with Šidák correction）(C) Clasping score(n=20) 
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３）TDP-43 の構造異常の検討： 

ALS の死後脳・脊髄試料の検討により TDP-43 タンパク質の生理的な二量体化・多量体化が障害

されて単量体化していることを発見し、神経系培養細胞や iPS 細胞由来運動ニューロンにおい

て TDP-43 単量体化が ALS 病態を再現することを見出した。さらに、TDP-43 の二量体化・多量

体化を定量する新規測定法「TDP-DiLuc」を開発して検討を行った結果、TDP-43 の単量体化が 

ALS の早期病態である可能性が示唆された。特に、単量体 TDP-43 の構造予測により、N末端ド

メインの一部が露出していることが判明し、その情報を活用して単量体 TDP-43 を特異的に認識

する抗体を樹立した。(Oiwa et al. Science Advances, 2023) 

 

本研究課題の遂行を通じて、英国リバプール大学との共同研究成果を２報の国際学術誌に発

表できた。 
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