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研究成果の概要（和文）：ALSは運動神経が特異的に侵される神経変性疾患である。本研究は、ALSの原因となる変異型
SOD1と小胞体膜タンパク質Derlin-1の結合を介した小胞体ストレス誘導メカニズムの新知見に基づき、SOD1-Derlin-1
結合を阻害するタンパク質間相互作用阻害低分子化合物の創出によって、ALSの病態発症機構の解明と治療薬の開発に
繋げることを目的としている。
およそ16万化合物をスクリーニングした結果、SOD1-Derlin-1結合阻害化合物の獲得に成功した。さらに、この化合物
をALSモデルマウスに脳室内持続投与したところ、ALS病態の改善が確認できた。

研究成果の概要（英文）：ALS is a devastating neurodegenerative disease characterized by the selective 
motoneuron death. We have previously reported that more than 100 different SOD1 mutants specifically 
interact with Derlin-1, a component of ERAD machinery. This interaction cause ER stress, leading to the 
motoneuron death. Motoneuron death induced by SOD1 mutants was significantly attenuated by coexpression 
of a SOD1-Derlin-1 interaction inhibitory peptide, suggesting that this interaction plays an important 
role in the pathogenesis of ALS. Therefore, the low molecular weight compounds inhibiting SOD1-Derlin-1 
interaction can be used as the novel therapeutic approach for ALS.
Here we screened about 160,000 chemical compounds. Continuous intraventricular administration of one 
prominent inhibitor has ameliorated disease in a mouse model of ALS, delayed onset significantly and 
prolonged survival. Our results show the possibilities to establish ALS treatment based on the molecular 
mechanism.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic lateral 
sclerosis : ALS）は、運動神経が選択的に
侵される晩発性の神経変性疾患である。Cu, 
Zn Superoxide dismutase (SOD1)は家族性の
筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic lateral 
sclerosis : ALS）の原因遺伝子として知ら
れており、130 種類を超える SOD1 の遺伝子変
異が報告されている。しかし、SOD1 の抗酸化
酵素活性と ALS 病態の間に相関はみられず、
様々な変異型 SOD1 が細胞毒性を発揮する共
通のメカニズムは未解明であり、ALS の病態
メカニズムに基づく根本的な治療法はない。
我々は以前、変異型 SOD1 が小胞体品質管理
機構を破綻させ、小胞体ストレスを誘導する
ことを報告した(Nishitoh et al., Genes Dev. 
2008)。小胞体ストレスは小胞体内腔に不良
タンパク質が蓄積することで生じる。家族性
ALS に関連した変異型 SOD1 は、小胞体の品質
管理を担う膜タンパク質Derlin-1に結合し、
Derlin-1 の機能を阻害することで、小胞体ス
トレスを介した運動神経細胞死を誘導する
ことが分かった。さらに最近、Derlin-1 との
結合がほぼ全ての ALS 関連変異型 SOD1 に共
通する現象であることを見出した(Fujisawa 
et al., Ann. Neurol. 2012)。つまり、変異
型 SOD1 と Derlin-1 の結合が SOD1 変異によ
るALSの共通の分子機構であると考えられる。
さらに、亜鉛欠乏という環境要因が野生型の
SOD1 を変異型様の構造に変化させることも
明らかとなり(Homma et al., Mol. Cell 2013)、
環境要因により構造変化した SOD1 と
Derlin-1 の結合が家族性のみならず、孤発性
の ALS にも関わっている可能性が存在する。 
 
２．研究の目的 
 
培養細胞の実験で、SOD1 と Derlin-1 の結合
を阻害するペプチドの発現によって、変異型
SOD1 依存的な運動神経細胞死が抑制された。
このことから、SOD1-Derlin-1 結合が変異型
SOD1によるALSの治療標的となる可能性が強
く考えられる。そこで本研究では SOD1 と
Derlin-1 の結合を阻害する低分子化合物を
取得し、ALS 発症機構の解明と ALS 治療薬の
開発に繋げることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)候補化合物の取得 
FRET の原理を利用したハイスループットな
SOD1-Derlin-1 結合評価系を構築し、本学創
薬機構の有する約 16 万化合物について結合
阻害効果を評価した。再現性、非特異的な結
合阻害やエネルギー移動阻害を起こす偽陽
性化合物の排除、濃度依存性の評価により、
SOD1-Derlin-1 結合阻害低分子化合物の候補
化合物を絞り込んだ。 
 
(2)細胞内で結合阻害活性を有する化合物の

取得 
(1)では in vitro で阻害活性を評価した。実
際に ALS の治療を目指すためには、細胞内の
SOD1-Derlin-1 結合を阻害することが望まれ
る。そこで、細胞内で結合阻害活性を発揮す
る化合物の取得を目指し、構造的に有望な 1
つの化合物に注目し、構造展開を行った。合
成された化合物を培養細胞の培養液中に添
加し、SOD1-Derlin-1 結合阻害活性を共免疫
沈降法により評価した。 
 
(3)ALS モデルマウスの病態改善効果の検討 
ALS モデルマウスである変異型 SOD1 (SOD1 
G93A)トランスジェニックマウスに ALS 病態
発症以前より、SOD1-Derlin-1 結合阻害化合
物を脳室内持続投与し、ロータロッド試験に
より定義した発症(onset)時期と寿命に与え
る影響を解析した。また、化合物投与群とコ
ントロール群のマウスの脊髄切片を用いニ
ッスル染色を行うことで、結合阻害化合物が
運動神経細胞数に与える影響を評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 候補化合物の取得 
FRET を利用したアッセイ系により、約 16 万
化合物のSOD1-Derlin-1結合阻害活性を評価
し、得られた陽性化合物に対して偽陽性化合
物の排除など更なる絞り込みを行った。さら
に FRET とは異なる in vitro な共免疫沈降実
験による絞り込みを行った結果、顕著な阻害
活性を示す 12 化合物を得た。構造的に有望
な 1つの化合物について、構造類自体を購入
し、活性に重要な構造を明らかにすると共に、
より阻害活性の高い化合物を獲得した。 
 
(2) 細胞内で結合阻害活性を有する化合物
の取得 
膜透過性をもち、細胞内 SOD1-Derlin-1 結合
を阻害する化合物の取得を目指し、上記化合
物の構造展開を行った。その結果、毒性を発
揮することなく安定的に結合を阻害する化
合物を獲得した(図 1)。 



本化合物は特定の変の結合に対してのみ阻
害活性を発揮するのではなく、これまでに
Derlin-1との結合が確認されている122種類
の変異型 SOD1 と Derlin-1 の結合を全て阻害
した(Fujisawa et al., Ann. Neurol. 2012)。 
一方で、SOD1 のホモダイマー形成や、
Derlin-1 の ERAD 複合体形成には影響を与え
なかった。以上のことから、本化合物は
SOD1-Derlin-1 結合を、選択性を持って阻害
していることがわかった。 
 
(3) ALS モデルマウスの病態改善効果の検討 
細胞内で結合阻害活性を有する化合物が ALS
病態改善効果を示すか検討することで、ALS
病態におけるSOD1-Derlin-1結合の重要性を
示すと共に、根本的な ALS 治療薬としての可
能性と検証した。発症前の ALS モデルマウス
に本化合物を脳室内持続投与したところ、
onset の遅延と寿命の延長が確認された(図
2)。また、脊髄中の運動神経数も化合物を投
与したマウス群では、非投与群に比較して多
かった。このことから、化合物の投与は
SOD1-Derlin-1 結合を阻害することで運動神
経細胞死を抑制し、ALS 病態を改善したと考
えられる。 
 
本研究では、SOD1-Derlin-1 結合阻害低分子
化 合 物 の 獲 得 に 成 功 す る と 共 に 、
SOD1-Derlin-1 結合阻害により ALS 病態を改
善できることが示された。本研究成果は ALS
の根本的な治療法につながると考えられ、学
会ならびに、論文発表を行う予定である。 
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