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研究成果の概要（和文）：  

 申請者らが独自に開発したフェニルチオシクロペンテノン誘導体(GIF-0642, GIF-0643)は C6
細胞でグリア細胞由来神経栄養因子など種々の神経栄養因子の発現を転写依存的に増加させ、
MAP キナーゼ経路の種々のキナーゼのリン酸化を亢進した。ビオチン化 GIF-0642 を合成し
pull-downアッセイ法により GIF-0642が MAPキナーゼ経路のシグナル分子に結合するかどうか
を検討した結果、化合物が Raf に直接結合することが示唆された。一方、フェニルチオシクロ
ペンテノン化合物の in vivo における有効性について GIF-0642 をマウスの腹腔内に投与し、
RT-PCR法により種々の神経栄養因子発現に及ぼす影響を検討したが、GIF-0642は効果を示さな
かった。今後、化合物の投与量、溶剤の種類、投与法などの検討を要する。 
 
研究成果の概要（英文）： Newly synthesized (arylthio)cyclopentenone derivatives (GIF-0642, 
GIF-0643) suppressed manganese-induced apoptosis in PC12 cells by inhibiting caspase 
activation and cytochrome c release from mitochondria. GIF-0642 and GIF-0643 were also 
neuroprotective against oxidative stress-induced cell death in mouse hippocampal HT22 
cells and C6 glioma cells. GIF-0642 and GIF-0643 bound to peroxisome 
proliferator-activated receptor-γ (PPARγ) and activated PPARγ-RXR heterodimers. 
Furthermore, these compounds induced gene expression of GDNF, BDNF and nerve growth factor 
(NGF) in C6 glioma cells. GIF-0642 and GIF-0643 stimulated phosphorylation of various 
signaling molecules in the MAP kinase pathway. We synthesized biotinylated 
(arylthio)cyclopentenones to study direct interaction between various signaling 
molecules in the MAP kinase pathway and chemical compounds using a pull-down assay. The 
results suggest that (arylthio)cyclopentenones directly bind to Raf molecule. On the 
other hand, intraperitoneal administration of GIF-0642 in mice failed to stimulate 
neurotrophic factors such as GDNF, BDNF, and NGF in the brain. Further study is required 
to determine the effects of (arylthio)cyclopentenones on the expression of neurotrophic 
factors in vivo. These include dosage of chemical compounds, solvents for dissolving 
chemical compounds to use, and the method of administration. 
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１．研究開始当初の背景 
グリア細胞由来神経栄養因子(GDNF)はドー
パミンニューロンの生存と軸索伸長に作用
する因子であることが示されて以来、パーキ
ンソン病治療への応用が模索されてきた。パ
ーキンソン病疾患モデルのマウス、サルでは，
脳内へ GDNF を直接投与すると運動機能が改
善され基底核ドーパミンニューロンの変性
進行が抑制される (Gash et al., Nature, 
1996)。Gill らは第１相臨床試験において，
５人のパーキンソン病患者を対象に被殻内
に直接カテーテルを介して GDNF の持続注入
を行い，その有効性を初めて示した（Nat Med, 
2003）。米 Amgen 社は 2004 年にパーキンソ
ン病を対象とした GDNF の第２相臨床試験で
主要エンドポイントが達成できなかったこ
とを理由に開発を中止している。しかし、そ
の後 Love らは、パーキンソン病患者の脳の
被殻内に投与された GDNF が、臨床的な改善
に合わせて、実際に脳のドーパミン神経繊維
を伸長させていることを見いだした (Nat 
Med, 2005)。このように GDNF がパーキンソ
ン病患者のドーパミン神経繊維に有効であ
ることが示されている一方、GDNFの濃度を患
部で増加させる方法については確立されて
いない。脳における GDNF 産生促進には、脳
内投与の他に、GDNF遺伝子を注入する遺伝子
治療、GDNFに脳移行性の機能を付加した脳移
行型 GDNF の開発などが試みられているがい
ずれも実用化には至っていないのが実情で
ある。従来の GDNF 産生促進化合物、例えば
コンカナマイシンなどは毒性も強く薬とし
ての可能性が低かった。また、他の疾患の治
療薬として認可されているアマンタジン、ア
ミトリプチリン、リルゾールなどの GDNFmRNA
産生促進作用はせいぜい対照の 2〜3 倍程度
で in vivoでの有効性の報告はない。薬物に
より脳内の GDNF の産生が促進できればパー
キンソン病治療薬ばかりでなく ALS（筋萎縮
性側索硬化症）治療薬としても有望である。 
 
２．研究の目的 
パーキンソン病で死滅するドーパミン神経
の生存・維持には GDNF が重要な役割を果た
している。GDNFはペプチド性の神経栄養因子
であり、通常の末梢投与では脳への移行性は
著しく低くその投与方法は脳内投与に限定
される。このため血液脳関門を通過しやすく
GDNF 産生促進効果の高い低分子化合物の開
発が望まれている。申請者らは、独自に開発
したフェニルチオシクロペンテノン誘導体

(GIF-0642, GIF-0643)がグリア細胞において
GDNF 産生を著しく亢進することを見いだし
た。本研究では、この先行研究を発展させ、
GIF-0642, GIF-0643による細胞保護機構およ
び GDNF 産生機構を解明するとともに、これ
らの化合物が生体内でも GDNF の産生を亢進
させ、病態モデル動物に有効であるかを明ら
かにし、新規の治療薬および予防薬開発の基
盤となる知見を得ることを目的とする 
 
３．研究の方法 
(1)フェニルチオシクロペンテノン誘導体に
よる細胞保護機構および GDNF の発現誘導機
構の解明 
①GIF-0642, GIF-0643の細胞内標的を解明す
るためにビオチン化誘導体を合成し、
pull-down 法によりこれらの化合物が結合す
るタンパク質を見出す。 
 
②GIF-0642, GIF-0643 による GDNFmRNA 発現
誘導に及ぼす各種阻害剤の影響を RT-PCR 法
で解析し、MAPキナーゼ経路(阻害剤 U0126)、
JNK経路(阻害剤 SP600125)、プロテインキナ
ーゼ C 経路(阻害剤 rottlerin, Ro-31-8220)
などの関与について検討する。 
 また、GIF-0642,GIF-0643 による生存シグ
ナル活性化について、MAPキナーゼ経路、Akt
キナーゼ経路の種々のシグナル分子のリン
酸化をウェスタンブロット法により解析す
る。 
 
③GIF-0642, GIF-0643 の GDNF 転写調節に対
する影響の解析：ラット GDNF プロモーター
約 10 kb を pGL3 Basic プラスミドにサブク
ローニングし、一過性に遺伝子導入する。ル
シフェラーゼ活性を測定し、GIF-0642および
GIF-0643 のプロモーター活性に対する影響
を調べ GIF-0642, GIF-0643 の作用する領域
を明らかにする。 
 
(2) フェニルチオシクロペンテノン誘導体
を腹腔内投与し、マウス脳内における GDNF
の発現を RT-PCR 法により解析する。また、
フェニルチオシクロペンテノン誘導体のパ
ーキンソン病モデルマウスにおける有効性
を調べる。ドーパミン神経に及ぼす影響はチ
ロシン水酸化酵素、生存シグナルの活性化に
及ぼす影響はリン酸化型 p44/42 MAP キナー
ゼおよびリン酸化型 Aktキナーゼをウェスタ
ンブロット法により解析する。 
 



４．研究成果 
(1) フェニルチオシクロペンテノン誘導体
(GIF-0642, GIF-0643)は PC12 細胞における
マンガン誘導性のアポトーシスおよび HT22
細胞、C6細胞における酸化ストレス誘導性細
胞死を抑制した。ビオチン化フェニルチオシ
クロペンテノン誘導体を合成し pull-down法
により解析した結果、GIF-0643は peroxisome 
proliferator-activated receptor-γ (PPARγ)
に結合し PPARγ経路を介して遺伝子発現を調
節することが示唆された（図 1）。C6 細胞を
用いて MAPキナーゼなど生存に係るシグナル
分子のリン酸化を解析した結果、フェニルチ
オシクロペンテノン誘導体 (GIF-0642, 
GIF-0643)は MAP キナーゼ経路の種々のキナ
ーゼのリン酸化を亢進した。GIF-0642の標的
分子を明らかにする目的で、ビオチン化
GIF-0642用いたpull-downアッセイ法により
GIF-0642がMAPキナーゼ経路のシグナル分子
に結合するかを検討した結果、Raf に化合物
が直接結合することが示唆された。今後、Raf
の細胞内局在をビオチン化化合物の細胞免
疫染色法により検討する予定である。 

 
図 1. フェニルチオシクロペンテノン誘導体の

PPARγ経路を介する遺伝子発現調節機構 

 
 
 また、GIF-0642などのシクロチオシクロペ
ンテノン誘導体は C6 細胞で GDNF、脳由来神
経栄養因子(BDNF)、神経成長因子(NGF)など
種々の神経栄養因子の発現を転写依存的に
増加させた（図 2）。プロモーター活性に対す
る影響はプロモーター(約 10 kb)の deletion 
construct を作製しシクロペンテノン誘導体
の影響を解析中である。 
 

 
図 2. シクロチオシクロペンテノン誘導体による

GDNFmRNA発現の誘導 

 
 
(2) GIF-0642 をマウスの腹腔内に投与し、
RT-PCR 法により GDNF、BDNF 並びに NGF の発
現に及ぼす影響を検討したが、腹腔内投与で
は GIF-0642 は脳におけるこれら神経栄養因
子の発現に影響しなかった。今後、化合物の
投与量、溶剤の種類、投与法などを最適化し、
パーキンソン病モデルマウスにおける有効
性を検討する予定である。 
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