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1. 序論  
 

ALSと SOD1 

	 筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic lateral sclerosis；ALS）は、上位及び下位の運

動神経細胞が選択的に障害される進行性・晩発性の神経変性疾患である[1]。痙攣や筋

麻痺、筋萎縮といった症状がみられ、主に呼吸筋麻痺による呼吸不全から、発症後数

年で死に至る非常に重篤な疾患である。一方で、日本国内での罹患者数は約 9000人、

全世界でも数十万人程度と言われており、アルツハイマー病やパーキンソン病といっ

た他の神経変性疾患と比べて罹患者が少ないため、治療薬開発の取り組みが遅れてい

る。現在認可されている治療薬は、一時的な進行遅延効果をもつグルタミン酸神経終

末放出抑制剤（リルゾール）と活性酸素除去剤（エダラボン）のみである[2-4] 。しか

しながら、ALSにおけるこれらの神経細胞保護効果の作用機序は明らかでなく、また

ALS発症の病態分子メカニズムが未だ不明のため、明確な分子基盤に基づく根本的な

治療法は存在していない。 

	 ALSの多くは孤発性（Sporadic ALS : SALS）であり、全体のおよそ 10%を家族性

（Familial ALS : FALS）が占めている。1993年に FALSの原因遺伝子として Cu, Zn 

Superoxide dismutase (SOD1) が初めて同定され[5]、現在までに 100 種類を超える

ALS関連 SOD1変異が報告されている（ALS Online Database: ALSoD）。FALSの

中では比較的高頻度に変異がみられる遺伝子であり、FALS全体の 20％ほどが SOD1

の遺伝子変異に起因すると考えられている。SOD1は分子内ジスルフィド結合を持ち、

Zn及び Cuイオンを 1つずつ配位する金属タンパク質である。通常はホモ 2量体を形

成し、活性中心の Cuイオンの酸化還元を介して活性酸素（O2-）を過酸化水素（H2O2）

へと不均化する抗酸化酵素として働くことが知られている。一方、ALS発症との関連

においてはこれまで数多くの研究がなされ、SOD1遺伝子変異による FALSが常染色

体優性遺伝形式であることや、SOD1 KO マウスは運動機能障害の症状を示さないの

に対し[6]、変異型 SOD1トランスジェニックマウスが ALS様病態を示すこと[7-9]、さ

らに SOD1 の抗酸化活性と ALS の病態重篤度に相関がないことなどが明らかとなり
[10]、現在では単なる SOD活性の喪失や亢進ではなく、変異により SOD1が新たな獲

得性細胞毒性を発揮することが運動神経細胞死とそれに続く ALS 発症に重要である

と考えられている[11]。この獲得性細胞毒性として、神経興奮毒性、小胞体ストレス、
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プロテアソーム阻害、酸化ストレス、ミトコンドリア機能異常、軸索輸送異常などが

運動神経細胞死に関わっていることが示唆されているが、ALSの詳細な発症機構は未

解明のままである[12]。 

 

小胞体ストレス 

	 小胞体は、新規合成された分泌タンパク質や膜タンパク質の高次構造形成とともに、

これらタンパク質の品質管理を担う細胞小器官である。小胞体内腔に存在するタンパ

ク質の中には、正しい立体構造をとれなかった、いわゆる不良タンパク質が一定の割

合で存在する。また、栄養飢餓、低酸素、遺伝子変異など、様々な生理的・病理的な

ストレスによっても不良タンパク質が形成され、こういった不良タンパク質が小胞体

内腔に蓄積することで小胞体ストレスが引き起こされる。 

	 このとき細胞内では、正常な機能維持のために小胞体ストレス応答（unfolded 

protein response : UPR）による小胞体品質管理機構が働くことが知られている[13]。

UPR では Pancreatic ER kinase (PKR)-like ER kinase (PERK)、 activating 

transcription factor 6 (ATF6)、inositol-requiring enzyme 1 (IRE1) の３種類の小胞

体膜貫通型受容体の活性化を介してシグナルが伝達され、①タンパク質合成の抑制、

②小胞体シャペロンおよび小胞体関連分解（ER associated degradation : ERAD）に

関与する分子の発現誘導、③ERADによる不良タンパク質の分解などを行うことによ

り、小胞体の機能回復を図っている。一方、持続的または過度なストレスや UPR の

機能不全などによって小胞体内腔に不良タンパク質が過剰に蓄積し、小胞体の恒常性

を維持できない場合にはアポトーシスが誘導される。この小胞体ストレス誘導性細胞

死は、構造異常タンパク質の蓄積を原因とする疾患の分子メカニズムとして、糖尿病

や神経変性疾患などを含む様々な病態への関与が示唆されている[14]。 

 

ALSと小胞体ストレス 

	 近年、変異型 SOD1 トランスジェニックマウスを用いた解析や、ヒト ALS 患者由

来の脊髄組織サンプルを用いた解析から、ALSと小胞体ストレスとの関連が報告され

ている[15-19]。しかしながら、ALS における小胞体ストレス誘導の分子メカニズムに

ついては明らかになっていなかった。 

	 当研究室では以前の研究により、FALSの発症メカニズムとして変異型 SOD1によ
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り ERADの機能が阻害され、小胞体ストレスを介した運動神経細胞死が誘導されるこ

とを報告している[20]。通常、小胞体シャペロンの働きによっても正しい立体構造をと

れなかった小胞体内腔の不良タンパク質は、ERAD によって分解される (Fig. 1A)。

つまり、不良タンパク質は BiP をはじめとする小胞体シャペロンによって認識され、

ERAD複合体を介して小胞体内腔から細胞質側へと逆輸送される。その後、細胞質側

に存在するユビキチン−プロテアソーム系によって分解されることで、小胞体内腔にお

ける不良タンパク質の蓄積が軽減され、小胞体の恒常性が保たれている[21,22]。一方、

変異型 SOD1の発現している細胞では、変異型 SOD1 が ERAD複合体の重要な構成

因子である Derlin-1の C末端 12アミノ酸（以下、CT4）と特異的に結合し、ERAD

の流れを阻害することで ERAD 基質の分解を抑制することが分かった。この ERAD

の機能阻害により不良タンパク質が小胞体内腔に蓄積し、こうして誘導された小胞体

ストレスがアポトーシスを介した運動神経細胞死を引き起こしている(Fig. 1B)[20]。 

	 Derlin-1は、ERAD基質の逆輸送において重要な働きを担う分子として同定された

小胞体膜貫通タンパク質である[23,24]。哺乳類における Derlin-1 のホモログとしては

Derlin-2、Derlin-3 が存在しており、これら Derlin family 分子はホモまたはヘテロ

複合体を形成し、HRD1、SEL1L、Herp、VIMP、p97 といった ERAD 関連分子と

相互作用することが示されている[25-27]。ERADにおける Derlin-1の機能の詳細は未

だ明らかとなっていないが、ALS 関連変異型 SOD1 は Derlin-2 や Derlin-3、また

VIMPや p97などの ERAD関連分子とは結合せず、Derlin-1の C末端のみに特異的

に結合することが分かっている。またノックダウンによる Derlin-1の発現抑制は小胞

体ストレスを惹起しない一方で、変異型 SOD1による小胞体ストレス誘導を阻害した
[20]。このことから、変異型 SOD1による小胞体ストレスは Derlin-1の機能消失を介

してではなく、変異型 SOD1 との結合により Derlin-1 が獲得性機能異常を示し、正

常な ERADが阻害されることで誘導されると考えられる。 

 

ALS関連変異型 SOD1における Derlin-1との結合の共通性 

	 当研究室ではさらに、既知 130種類の ALS関連変異型 SOD1の発現ベクターを作

製し、すべての変異型 SOD1 と Derlin-1 の結合について検討した。その結果、病態

との関連性が希薄な変異を除いたすべて（122種類）の変異型 SOD1が Derlin-1 CT4

と結合することが明らかとなった[28]（Fig. 1C）。変異は SOD1の一次配列上の広範囲
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に及ぶことから、それぞれの変異型 SOD1 が変異によって個別に Derlin-1 との結合

面を獲得するのではなく、野生型 SOD1 の配列中に Derlin-1 との結合領域が存在す

ることが考えられた。そこで、SOD1側の Derlin-1との相互作用領域を検討したとこ

ろ、予想どおり野生型 SOD1に 14アミノ酸からなる Derlin-1との結合領域（Derlin-1 

binding region: DBR）が存在することが明らかとなった（Fig. 1C）[28]。さらに、こ

の DBR 領域に対して作製したモノクローナル抗体は、免疫沈降実験において野生型

SOD1は認識せず、Derlin-1と結合する全ての変異型 SOD1（抗体エピトープ部の変

異を除く）を特異的に認識した[28]。これらの結果から、野生型 SOD1 では立体構造

上内側に隠れているDBRが変異に伴う構造変化によって外側に露出することが、ALS

関連変異型 SOD1の共通の性質である可能性が示唆された。さらに、SOD1遺伝子変

異をもつヒト ALS患者由来の B細胞中の SOD1も変異型 SOD1特異的抗体によって

認識され[28,29]、実際に内在性の SOD1と Derlin-1が結合していることも確認された

ことから、ヒト ALS 病態においても SOD1 の DBR 露出を介した Derlin-1 との結合

が関与していると考えられる。加えて、マウス脊髄由来の初代運動神経細胞培養系に

おいて、SOD1 と Derlin-1 の結合を阻害するペプチド（Derlin-1 (CT4) ペプチド: 

Derlin-1 CT4 領域由来のペプチド）を細胞内に発現させることで、変異型 SOD1 誘

導性の運動神経細胞死が抑制されることが明らかとなっている（Fig. 1D）[20]。以上

の結果より、SOD1と Derlin-1の結合を阻害することが、SOD1変異によるすべての

ALSの治療につながる可能性が強く示唆される。実際の治療を想定した場合には、細

胞膜透過性を持ち、細胞内の SOD1-Derlin-1結合を標的とすることが求められる。し

かしながら、Derlin-1 (CT4) ペプチドによる細胞内の SOD1-Derlin-1 結合阻害は発

現ベクターを用いた細胞内強制発現系でのみ効果を示し、膜透過性を向上させるべく

改変したペプチドにおいても細胞外からの添加によっては効果を確認できなかった。

そこで、ALS治療薬候補としてだけでなく、強力な実験ツールにもなりうる低分子化

合物に注目し、SOD1 と Derlin-1 の結合阻害化合物を獲得することが今後の ALS 発

症機構解析において有用であると考えられた。 

 

低分子化合物によるタンパク質間相互作用を標的とした創薬  

	 一般にタンパク質間相互作用（Protein-protein interaction: PPI）は、細胞応答に

おけるシグナル伝達を始め、様々な生命現象に関わっていると同時に、その恒常性の
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破綻や異常な相互作用が様々な病態に関与することが示唆されている。そのため、PPI

を制御する低分子化合物は、治療薬そのものとしての可能性とともに、病態分子メカ

ニズムを解明するための有力な実験ツールとなり、解明されたメカニズムを基に、新

たな治療薬開発の幅を広げる可能性も秘めている。しかしながら、PPIを阻害するた

めには、限られた相互作用面に特異的に結合する低分子化合物を見出す必要がある一

方で、タンパク質間の相互作用面は一般に広く浅い範囲に及ぶことが多いため、低分

子化合物の相互作用面への結合そのものや、PPI阻害活性の特異性を出すことは困難

であると考えられてきた[30]。そのような中で、近年の研究成果より、一部の PPI に

は hot spotと呼ばれる局所的な部位が相互作用面の中でも結合の安定性に重要である

ことが分かってきた[31]。その hot spot をターゲットとすることで、PPI を阻害する

低分子化合物が得られた例が報告されている[32-39]。また、ターゲット分子の相互作

用面とは異なる部位に結合し、ターゲットタンパク質の構造を変化させてアロステリ

ックな結合阻害活性を示す化合物の例も存在する[33,40,41]。このように、低分子化合

物による PPI阻害は非常にチャレンジングな課題であるが、実際に PPI阻害化合物が

得られる可能性も示されてきている。 

	 これまでアカデミアでは、様々な疾患の病態発症に関与しうる PPIが数多く発見さ

れ、報告されてきた。しかしながら、疾患関連タンパク質の解析から創薬標的分子の

同定を行い、新たな治療薬開発の可能性を示すことまでが、アカデミアにおける従来

の研究の主な流れであり、実際に創薬のシードとなる化合物を見つけるための手段は

限られていた。このような中で、近年における公的大規模化合物ライブラリーの整備

は、アカデミアにおいても実際に標的分子に作用する化合物の探索研究を行うことを

可能とした。本学では、創薬機構が保有する化合物ライブラリーやハイスループット

スクリーニング実施のための設備・機器の整備が進んだことから、学内において

SOD1-Derlin1結合を標的とした阻害化合物の獲得を目指すことが可能となった。 

 

本研究の目的と成果 

	 本研究では、ALS 関連変異型 SOD1 と Derlin-1 の結合を介した細胞死誘導による

ALS の発症メカニズムに基づき、結合阻害低分子化合物を見出すことで、ALS 病態

における SOD1-Derlin-1結合の重要性と、新たな ALS治療薬開発の可能性を示すこ

とを目指した。PPI阻害剤の獲得という困難な課題への挑戦であると同時に、希少疾
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患である ALS の治療を目指した研究であるという点においても、本研究の遂行は意

義深い試みであると考えられる。 

	 本研究において私は、新規 SOD1-Derlin-1結合評価系を確立し、化合物のハイスル

ープットスクリーニングを実施することに成功した。そしてスクリーニングにより得

られた候補化合物の合成展開と活性評価を経て、細胞内における SOD1 と Derlin-1

の結合を阻害する低分子化合物を得た。さらには、ALSモデルマウスへの化合物投与

により、in vivo系において SOD1-Derlin-1結合阻害が ALS病態の改善効果を示すこ

とを明らかにした。 
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2. 方法  
 

(1) 主な試薬、抗体など 

	 FRET検出に用いた Eu3+ cryptate標識抗体（Eu）、および d2標識抗体（d2）は、

CIS biointernationalより購入した。 

	 Western blottingに用いた抗体は、anti-Flag抗体（M2）: Sigma、anti-HA抗体

（3F10）: Roche、anti-α-tubulin抗体: Harlan、Anti-rat IgG HRP-linked 抗体: Cell 

Signaling、 Anti-mouse IgG HRP-linked 抗体 : GE healthcare、 Anti-biotin 

HRP-linked 抗体: Cell Signalingよりそれぞれ購入した。 

	 Anti-Flag M2 affinity gel および 1x Flag peptide は Sigma より購入した。

Cenrifugal Filters（Amicon Ultra 10K）は Milliporeより購入した。 

 

(2) 方法 

Cell culture 

	 細胞は、ヒト胎児腎臓由来 Human Embryonic Kidney 293A（HEK293A）細胞を

用いた。補体不活性化した 10 % fetal bovine serum （FBS, Vitromex）、100 units/mL 

Penicillin G（Meiji）を含む High Glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM: 4.5 mg/ml glucose, Sigma) 中で、37 ℃、5 % CO2の条件に設定したインキ

ュベーターに入れ、培養した。  

 

Transfection 

	 HEK293A細胞へのトランスフェクションは、プラスミド 1 µg に対して 3 µL の

割合で PEI-Max（Polyscience）を用いて行った。DMEM と PEI-Maxを混合して 5 

分間静置後、プラスミド DNAの DMEM溶解液に加えてさらに 15分間静置し、播種

後 12−24 時間培養した後で 10 % FBSのみ含むDMEMに培地交換した細胞の培養液

中に添加した。 

＜プラスミド＞ 

pcDNA3.0-Derlin-1-HA、pcDNA3.0-Venus-Derlin-1(CT4)-HA、

pcDNA3.0-Derlin-1-Flag、pcDNA3.0-Flag-SOD1 WT、pcDNA3.0-Flag-SOD1 G93A

とその他変異 129種類、pcDNA3.0-Flag-SOD1(5-20)-CFPは、以前当研究室にて作
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製されているものを用いた。TR-FRETを用いた結合評価系の構築において用いたプ

ラスミド（Table 1A, B）は、すべて pcDNA3.0ベクターで作製されたものを用いた。 

 

Cell lysis 

	 FRET測定用のHEK293A細胞の溶解には、FRET buffer（25 mM phosphate buffer 

pH 7.0、400 mM KF、0.1% BSA、0.5 % Triton-X 100、5 µg/mL leupeptin、1 mM 

phenylmetylsulfonul fluoride）を使用した。 

	 共免疫沈降実験用の HEK293A細胞の溶解には、IP lysis buffer （20 mM Tris-HCl 

pH 7.5、150 mM NaCl、10 mM EDTA pH 8.0、1 % Triton-X 100、5 µg/mL leupeptin、

1 mM phenylmetylsulfonul fluoride）を使用した。 

 

FRET measurement assay 

	 6ウェルプレートでトランスフェクション後 48時間培養した細胞を、FRET buffer 

500 µL/wellで 4℃にて 25分間インキュベートすることにより溶解し、4 ℃、15000 

rpm、10分間遠心して上清を回収した。上清は—80 ℃冷凍庫にて凍結保存し、使用時

に氷上で融解した。384ウェルプレート（Greiner, #784076）の各ウェル内で、FRET 

buffer で 20 倍希釈した細胞溶解液 10 µL に対し、FRET buffer で希釈した Eu3+ 

cryptate標識抗体（Eu）溶液と d2標識抗体（d2）溶液の混合液 10 µLを添加し、室

温にて 1 時間インキュベートした。その後、プレートリーダーPHERAstar（BMG 

Labtech）により 620 nmと 665 nmの時間分解蛍光強度を測定した。スクリーニン

グ時には、あらかじめ各種化合物が分注されている 384ウェルプレートに細胞溶解液

10 µLを添加し、4 ℃にて一晩インキュベートした後、抗体混合溶液 10 µLを加えて

室温にて 1 時間インキュベートし、同様に蛍光強度を測定した。FRET Ratioは以下

の計算式により算出した。 

	 FRET Ratio = (665 nm蛍光強度)／(620 nm 蛍光強度) 

FRETシグナル（S/B比）は、Flag-SOD1 G93Aと Derlin-1-HAあるいは各タンパク

質を過剰発現させた細胞溶解液での FRET Ratioを最大値、過剰発現させていない細

胞溶解液での FRET Ratioを最小値として、以下の計算式により算出した。 

	 FRETシグナル = (FRET Ratio最大値)／(FRET Ratio最小値) 

Z scoreは、FRET Ratio最大値の平均値を 0とし、以下の計算式により算出した。 
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	 Z score = {(被検化合物の FRET Ratio) — (FRET Ratio最大値の平均値)]／FRET  

	 	 	 	 	 Ratio最大値の標準偏差 

阻害率（%）は、以下の計算式により算出した。 

	 阻害率（%）= 100 – 100 x {(被検化合物の FRET Ratio) — (FRET Ratio最小値)] 

	 	 	 	 	 	 	 	 ／{(FRET Ratio最大値) — (FRET Ratio最小値)] 

Z’ factorは、以下の計算式により算出した。 

	 Z’ factor = 1 – 3 x {(FRET Ratio最大値の標準偏差) + (FRET Ratio最小値の標準偏 

            差)}／{(FRET Ratio 最大値) — (FRET Ratio 最小値)] 

 

Purification and Lysate-based immunoprecipitation assay 

	 6 ウェルプレートでトランスフェクション後 48 時間培養した細胞を、IP lysis 

buffer 500 µL/wellで 4 ℃にて 25 分間インキュベートすることにより溶解し、4 ℃、

15000 rpm、10 分間遠心して上清を回収した。この上清を 300 µL/tube で分注し、

Anti-Flag M2 affinity gel（Sigma）を液量で 20 µL加えて、4 ℃にて 25 分間転倒

混和し反応させた。反応後、上清を除去して High salt wash buffer (1 % Triton X 100、

500 mM NaCl、20 mM Tris-HCl pH 7.5、5 mM EGTA)で 2回、IP lysis bufferで 1

回ずつ洗浄した。洗浄後のビーズに elution buffer (0.1 % Triton-X 100、500 mM NaCl、

20 mM Tris-HCl pH 7.5、5 mM EGTA)で希釈した 100 µg/mL の 1x Flag peptide

を添加して 4℃ にて 30 分間転倒混和し、4 ℃、13000 rpm、3 分間遠心して上清を

回収した。回収した上清から、Cenrifugal Filters を用いた限外ろ過により Flag 

peptideを除去し、このようして得られた溶液を dilution buffer (0.01 % Triton-X 100、

500 mM NaCl、20 mM Tris-HCl pH 7.5、5 mM EGTA)で希釈して精製溶液とした。

100 µL/tubeに分注した精製溶液に 5 %DMSOまたは各濃度の各種化合物を添加し、

4 ℃にて 16 時間転倒混和し反応させた。反応後の溶液に Anti-Flag M2 affinity gel

を液量で 20 µL加え、4℃にて 25 分間転倒混和し反応させた。4 ℃、13000 rpm、3 

分間で 2 回遠心した後、上清を除去してビーズに SDS Sample buffer（80 mM 

Tris-HCl (pH 8.8)、0.08 mg/ml Bromophenol Blue、28.8 % glycerol、4 % SDS、10 

mM DTT）を加え、SDS-PAGEサンプルとした。	 

	 IC50値の算出の際には、コントロールサンプルの希釈系列を作製し、タンパク濃度

（%）とバンド強度の検量線を作成した。得られた検量線から、各化合物を添加した
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レーンにおける Derlin-1のバンド強度に対応するタンパク濃度（=結合率（%））を算

出した。阻害率（％）を下記の式により求め、得られる濃度作用曲線から IC50 値を

算出した。 

阻害率（％）= 100 – 結合率（％） 

 

Cell-based immunoprecipitation assay 

	 24ウェルプレートでトランスフェクション後 12 時間あるいは 24 時間培養した細

胞培養液を 200 µLの培地に交換し、1 % DMSOあるいは各濃度の各種化合物を培養

液中に添加した。36 時間あるいは 24 時間後に、細胞を IP lysis buffer 300 µL/well

で 4 ℃にて 25 分間インキュベートすることにより溶解し、4 ℃、15000 rpm、10 分

間遠心して上清を回収した。この上清に Anti-Flag M2 affinity gelを液量で 20 µL加

え、4 ℃にて 25 分間転倒混和し反応させた。反応後、上清を除去して High salt wash 

bufferで 2回、Low salt wash buffer (150 mM NaCl、20 mM Tris-HCl pH 7.5、5 mM 

EGTA)で 1 回ずつ洗浄した。最後に 50 µLの 2x SDS sample bufferを加えて 98 ℃

で 3 分間ボイルし、SDS-PAGEサンプルとした。Lysateは、上清と等量の 2x SDS 

sample bufferを加えて 98 ℃で 3 分間ボイルし、SDS-PAGEサンプルとした。 

 

Pulldown assay 

	 6ウェルプレートでトランスフェクション後 24 時間培養した細胞培養液を 800 µL

の培地に交換し、1 % DMSOあるいは 200 µMの光親和性ビオチン化化合物を培養液

中に添加した。24 時間後に培地を除去し、PBS にて 3 回洗浄後、氷上にて 60 分間

365 nmの UV照射を行った。細胞を IP lysis buffer 300 µL/wellで 4 ℃にて 25 分

間インキュベートすることにより溶解し、4 ℃、15000 rpm、10 分間遠心して上清

を回収した。この上清に Anti-Flag M2 affinity gelを液量で 20 µL加え、4 ℃にて

25 分間転倒混和し反応させた。反応後、上清を除去して High salt wash bufferで 2

回、Low salt wash bufferで 1回ずつ洗浄した。最後に 50 µLの 2x SDS sample buffer

を加えて 98 ℃で 3 分間ボイルし、SDS-PAGEサンプルとした。Lysateは、上清と

等量の 2x SDS sample bufferを加えて 98 ℃で 3 分間ボイルし、SDS-PAGEサンプ

ルとした。 
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Western blot analysis 

	 SDS-PAGE後、ゲルから polyvinylidene difluoride membrane (0.2 um, Pall) に

タンパク質を転写し、5 %スキムミルクを含む TBS-T (150 mM NaCl、50 mM 

Tris-HCl pH 8.0、0.05 % Tween 20) で室温にて 2時間以上ブロッキングした後、5 % 

bovine serum albuminと 0.1 % NaN3を含む TBS-Tで希釈した 1次抗体を、4 ℃に

て 12 時間以上 PVDF膜上の各分子に結合させた。反応後、5 %スキムミルクを含む

TBS-Tで希釈した 2次抗体（HRP-linked 2nd antibody）を、1時間室温にて 1次抗

体に結合させた。ビオチン検出の際は、ブロッキング後に 5 %スキムミルクを含む

TBS-T で希釈した Anti-biotin HRP-linked 抗体を 1 時間室温にて結合させた。この

後、TBS-Tで 15 分間×3回以上Washを行い、enhanced chemiluminescence (ECL) 

システムにより detectionを行った。 

 

Mice 

	 野生型マウス（C57BL/6）及び SOD1 G93Aトランスジェニックマウス (G1L/+ line, 

backcrossed to C57BL/6)は The Jackson Laboratoryより購入し、繁殖・飼育したも

のを用いた。アッセイはすべて雄のマウスを用いて行った。 

 

Intracerebroventricular (i.c.v.) delivery 

	 SOD1 G93A トランスジェニックマウス（平均発症時期: 28.1±1.3 週齢[20]）に対

して、22 週齢から Brain infusion kit 3（Alzet）と Osmotic pump（Model 2006, Alzet）

を用いて、化合物の脳室内持続投与を行った（0.15 µL/h,  6 週間/pump）。準備段階

として、50 %DMSO/PBSあるいは各化合物を pumpに充填し、0.9 %NaClに浸して

37℃で 60 時間以上プライミングを行った。Pump の取り付けの際は、0.01 µL/g 

xylazine（1 mg/ml , Sigma）と 0.007 µL/g Pentobarbital Sodium Salt（5.4 mg/ml , 

ナカライ）の腹腔内投与により麻酔を施した。マウス頭部の毛を剃り、マニピュレー

ターを取り付けた脳定位固定装置（ナリシゲ）にマウスを固定後、皮膚を切開して頭

蓋骨を露出させた。Bregmaの座標を０に設定し、右方に 1.1 mm、後方に 0.5 mm、

下方に 2.5 mmの位置を投与脳室座標とした。Pumpを背側皮下に配置し、接着剤を

用いてカニューレを固定後、マウス頭部の皮膚を接着剤で閉じた。ALS病態発症によ

り手術が困難になるまで、6 週間毎に pump交換を行った。 
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	 Pump交換の際には、導入には 4 %、維持には 2 %の Isoflurane（和光純薬）を用

いてマウスへの麻酔を施した。Pump 挿入部位の背面の毛を剃り、皮膚を切開して

pumpを取り出し、あらかじめ 50 %DMSO/PBSあるいは各化合物を充填しておいた

新しい pumpと交換した。Pump交換後、開いた皮膚はWound clip（Alzet）により

閉じた。 

 

Behavioral analysis 

	 マウスが 25 週齢になった週から、週に 3 回ロータロッド試験により運動機能測定

を行った。ロータロッド（室町機械）を到達回転速度 40 rpm、加速時間 180 秒とし

て設定し、最長 300 秒間で対象マウスが落下するまでの時間を記録した。180 秒間

の休憩時間を設けて各回 2度の測定を行い、良い方の記録をその日の結果として週の

平均値を算出した。2 週続けて前週の結果を下回った場合に、ピークとなった 2 週間

前の週齢をそのマウスの onsetとして定義した。 

 

Motoneuron count assay 

	 31 週齢のマウスを 4 %パラホルムアルデヒド/PBSを用いて灌流固定し、脳脊髄組

織を取り出した。4 %パラホルムアルデヒド/PBSに浸して 4 ℃にて 24 時間以上固定

した後、30 %スクロース液/MilliQに移して 4 ℃にて 24 時間以上で置換した。腰髄

領域を切断し、ドライアイス上でクリオモルド 1号（SAKURA）に垂直に立てて、ク

リオマウントⅠ（低粘度、武藤化学）を満たして固定し、脊髄組織凍結サンプルを作

製した。−20 ℃に設定した CM3050 S クライオスタット（Leica）を用い、40 µm切

片を作製した。ゼラチンコートしたスライドガラス（MASコート、MATSUNAMI）

上に切片を貼り付け、十分に乾燥させた後、5 %酢酸/95 %エタノール中で 60℃にて

一晩放置した。95 %エタノール、70 %エタノールの順に 5 分間ずつ馴染ませた後、

軽く水洗して 0.1 % Cresyl Violet Acetate（WALDECK; 1A-400）/10 %酢酸/MilliQ

に浸し、電子レンジにて沸騰直前まで加熱し、室温まで戻すことでニッスル染色を行

った。再び軽く水洗した後、70 %エタノールに浸し、分別状況を確認した。95 %エタ

ノール、100 %エタノールに順次 5 分間ずつ浸し、Xylene（和光純薬）の脱水系列を

経てマウントクイック（大道産業）にて封入した。明視野顕微鏡（Leica）により 20

倍の対物レンズをしようして染色切片の観察を行い、脊髄前角に存在する直径 20 µm



 15 

以上の大きさで神経細胞の形態が確認でき、核と区別して細胞質の染色が判断できる

ものを運動神経細胞としてカウントした。 
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3. 結果  
 

TR-FRET を利用した SOD1-Derlin-1 結合評価系の確立  

	 SOD1と Derlin-1の結合を評価する実験系として、当研究室ではこれまで主に共免

疫沈降実験を行っていた。しかしながら、大規模な化合物スクリーニングのように大

量のサンプルを評価することを考えると、スループット性が低いことが課題となった。

そこでまずは、ハイスループットな新規 SOD1-Derlin-1結合評価系として、時間分解

FRET（TR-FRET）の原理を利用した実験系を構築した[42]。この系においては、異

なる 2種類の蛍光分子（ドナー用の蛍光分子とアクセプター用の蛍光分子）で標識さ

れた、各タンパク質のタグに対する抗体を用いることを特徴としている（Fig. 2A）。 

	 はじめに、変異型 SOD1 と Derlin-1 の結合を FRET によって検出することが可能

であるかを検討した。共免疫沈降実験において結合を確認できる Flag-SOD1 G93A

（代表的な ALS関連変異型 SOD1の１つ）と Derlin-1-HAの発現ベクターを用いて

HEK293A細胞に両タンパク質を共発現させ、その細胞溶解液を 384ウェルプレート

に添加し、プレート内で蛍光分子標識されたそれぞれの抗体と混合した。SOD1側に

ドナーとなる Eu 標識 Flag 抗体（anti-Flag-Eu）を、Derlin-1 側にアクセプターと

なる d2 標識 HA 抗体（anti-HA-d2）を用いて蛍光測定を行ったところ、結合依存的

な FRET Ratio値の上昇が検出された（Fig. 2B）。 

	 FRET効率は蛍光分子間の距離や配向性によって大きく変化することから、実際に

スクリーニングを行うことを考慮し、最も FRET 効率の良い条件を検討するため、

SOD1と Derlin-1の様々な発現ベクターの組み合わせや、蛍光標識抗体との組み合わ

せ、また各タンパク質の発現量や発現比、抗体との量比等、合計 1400 通りの条件検

討を行った（Table 1）。高い S/B 比を得られることに加えて、凍結融解の影響や必

要な抗体量、細胞溶解液の濃度をさらに比較検討した結果、最終的には Flag-SOD1 

G93Aと Derlin-1-HAに anti-Flag-Euと anti-HA-d2を使用する組み合わせにおいて

約 6倍の FRETシグナルを検出する条件を見出すことができ、検討した条件の中で最

良の結果となった（Fig. 2C）。またこのとき、スクリーニングを行う上で系の安定性

を示す Z’ factorが 0.9を超える値となった（Fig. 2C）。Z’ factorは、ポジティブコン

トロールとネガティブコントロールの平均値の差が大きく、ばらつきが小さいほど１

に近づく値であり、低分子化合物のスクリーニング系においては一般に 0.5 以上であ
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れば優れた系であるといわれている。以上より、TR-FRET を利用した新規

SOD1-Derlin-1結合評価系が、十分に化合物スクリーニングに適した系であることが

分かった。 

 

TR-FRET シグナルの評価による化合物スクリーニング  

	 以上の結果から、TR-FRETを利用した SOD1-Derlin-1結合評価系を用いて、実際

に結合阻害化合物を得るためのスクリーニングを開始した。SOD1と Derlin-1の結合

状態では FRET が起こる一方で、低分子化合物によって結合が阻害されると FRET

が起こらなくなり、シグナルが減弱すると考えられる（Fig. 2A）。これより、FRET

シグナルを結合の指標として、本学創薬機構が保有する約 16 万化合物についてスク

リーニングを行った。 

 

＜パイロットスクリーニング: 1次＞ 

	 最終濃度 50 µM となるようにあらかじめ化合物が分注されている 384ウェルプレ

ートに、Flag-SOD1 G93A と Derlin-1-HA を過剰発現させた細胞溶解液を添加し、

FRETが減弱したウェルに入っていた化合物を陽性として選別するという方法で 1次

スクリーニングを実施した（Fig. 3A）。化合物と細胞溶解液の反応時間を設定する際

に、反応時間が長いほど大きな阻害効果が期待される一方で、長時間プレート内に細

胞溶解液を放置すると FRET シグナルがやや低下する傾向があった。そこで、16 万

化合物に対する大規模スクリーニングに先立って、ライブラリーの中でも PPIをター

ゲットとする化合物として集められた約 1万化合物に対してパイロットスクリーニン

グを行い、スクリーニング時の作業・操作行程を加味して、反応条件を①常温３時間

と②4 ℃ over night の 2 通り設けた。1 次スクリーニングの結果、各 31 プレート、

合計 62プレートの Z’ factorはすべて 0.5を超え、①の条件の平均は 0.87、②の条件

の平均は 0.85となった（Fig. 3B）。このように、十分安定した Z’ factorが得られて

いたが、さらに各プレート間のばらつきを補正するため、このときの化合物の絞り込

みには FRET Ratioを標準化した Z scoreを用いた。SOD1-Derlin-1結合阻害により

FRET Ratioが減少する化合物は Z scoreがマイナスとなるので、Z score < –3（正規

分布する場合の p 値 0.01 以下）であった化合物を陽性とし、①の条件から 231 個、

②の条件から 323個の化合物を得た。1次スクリーニングの段階では、たとえ偽陽性
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化合物が増えたとしても、その後アッセイにまわされることのない偽陰性化合物を極

力減らすように化合物を絞り込むべきであると考え、これらの和集合である 459化合

物を 2次スクリーニングへと進めた（Fig. 3G）。 

 

＜パイロットスクリーニング: 2次＞ 

	 1 次スクリーニングにおいて得られた候補化合物の中には、抗体とタグの結合を阻

害する化合物や、蛍光分子のエネルギー移動を阻害する化合物など、目的とする

SOD1-Derlin-1 結合阻害とは異なる阻害効果をもつ化合物が含まれる可能性がある。

そこで、このような偽陽性化合物を排除するため、単一分子内で FRETが起こる SOD1

の発現ベクター（HA-SOD1-Flag）を作製して、各種化合物による一分子 FRETシグ

ナルへの影響を検討することを考えた。単一分子内で起こる FRETにも影響を及ぼす

化合物は、SOD1-Derlin-1 結合への作用と関係のない効果をもっていることになる。

つまりこの化合物による FRET シグナルの減少は、目的とする SOD1-Derlin-1 結合

阻害効果に寄与するものではないと考えられる（Fig. 3C）。そこで 2次スクリーニン

グにおいては、Flag-SOD1 G93Aと Derlin-1-HAの二分子 FRETと HA-SOD1-Flag

の一分子 FRETを用いて、化合物の影響を Z scoreにより比較した。これより、二分

子 FRET にも一分子 FRET にも同様に影響を与える化合物は排除することで、31 個

の候補化合物を得た（Fig. 3G）。 

 

＜パイロットスクリーニング: 3次＞ 

	 さらに 3次スクリーニングでは、化合物による結合阻害効果の濃度依存性の検討を

行った。候補化合物 31個の 50 µMにおけるそれぞれの阻害率をみると、最大では 90%

を超える化合物がある中で、20-30%程度の阻害率の化合物も多かった。これはスクリ

ーニング系の性質上、もともと結合している SOD1-Derlin-1を後から解離させる必要

があるため、結合阻害効果を十分示すためには、より高濃度の化合物が必要となって

いる可能性が考えられる。そこで、3次スクリーニングでの化合物濃度は、FRET に

影響を与えない DMSO 量を考慮した上で高濃度条件を設定することとし、最終 150 

µM、100 µM、66 µM、44 µM、29 µMの 5点（150 µMから 1.5倍希釈）の濃度を

とった。そして得られた阻害率データから、候補として 14化合物を得た（Fig. 3G）。	  
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＜大規模スクリーニング＞ 

	 以上のパイロットスクリーニングを経て、SOD1-Derlin-1結合を阻害する候補化合

物のさらなる獲得を目指し、本学創薬機構が保有する残り約 15 万化合物に対する大

規模化合物スクリーニングを実施した。1 次スクリーニングは、384 ウェルプレート

で 475枚分の化合物を対象とし、最終化合物濃度は 50 µM、化合物と細胞溶解液の反

応条件は 4 ℃ over nightで行った。反応条件は、パイロットスクリーニングの結果

と今回のプレート数、実験計画を考慮した結果として上記の１点に絞った。各プレー

トにおける FRET シグナルは 3.38 から 4.83 までとなり、475 枚の平均は 3.78 であ

った。また Z’ factorは 0.77を下限として平均 0.86となった（Fig. 3D）。以上より、

このスクリーニングは非常に高い感度と精度をもって実施されたと考えられる。化合

物の絞り込みには阻害率を用いることとし、15 %以上の阻害率を示した 1001化合物

を 2次スクリーニングへと選出した（Fig. 3E）。 

	 2 次スクリーニングでは、1 次スクリーニングと同じ化合物濃度と反応条件におい

て、パイロットスクリーニング時と同様に、SOD1-Derlin-1の二分子 FRETに対する

再現性の検討と HA-SOD1-Flag による一分子 FRET を利用した偽陽性化合物の排除

を行った。そして、SOD1-Derlin-1 結合の FRET 阻害率が 15 %以上かつ、

HA-SOD1-Flagの FRET阻害率が 15 %未満の 100化合物に絞り込んだ（Fig. 3F）。 

	 さらに 3次スクリーニングでは、150 µMから 2倍希釈で化合物濃度を 5点振り、

濃度依存的な化合物の阻害効果を検討した。これより、候補化合物として 63 個化合

物を得た（Fig. 3G）。 

 

共免疫沈降法による SOD1-Derlin-1 結合阻害効果の再評価  

	 TR-FRETスクリーニングにおいて陽性となった、合わせて 77個の候補化合物に関

して、その結合阻害活性を FRETとは異なる系でも検出できるかを確認するため、共

免疫沈降実験を行った（Fig. 3G）。まずは、FRET系において細胞溶解液を化合物と

反応させてその活性評価を行ってきたことから、HEK293A細胞に Flag-SOD1 G93A

と Derlin-1-HAを過剰発現させた細胞溶解液に最終濃度 100 µMとなる各種化合物を

添加し、4℃にて 16 時間転倒混和して反応させた。その後、抗 Flag 抗体ビーズによ

って免疫沈降したところ、いずれの化合物においても結合阻害を検出することはでき

なかった（データ未掲載）。検出系を変えたことで阻害効果がみられなくなった理由と
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して、FRETに比べて共免疫沈降法は結合の減弱の検出感度が低かったために、FRET

では検出される化合物の結合阻害効果が確認できない可能性が考えられた。また、共

免疫沈降時の化合物に対して反応させている細胞溶解液中の SOD1、Derlin-1濃度は、

FRETアッセイ時のそれよりも高濃度であるため、化合物による結合阻害効果が減弱

していることも予想される。そこで、化合物による SOD1-Derlin-1結合阻害効率を上

げ、共免疫沈降法により結合阻害を検出するため、Flag-SOD1 G93Aと Derlin-1-HA

を過剰発現させた細胞溶解液から、抗 Flag 抗体ビーズにより免疫沈降を行って

SOD1-Derlin-1複合体を精製し、その精製溶液に最終濃度 100 µMとなるように各種

化合物を添加するという方法をとった。その結果、12 化合物において SOD1 と

Derlin-1の結合阻害活性を確認することができた（Fig. 4A-E）。その中で、再現よく

顕著な結合阻害活性がみられ、構造式上有望であると考えられた化合物である化合物

#56に注目し、以下の実験を進めた（Fig. 5）。 

 

#56 構造類似体の活性評価  

	 まず、活性本体としての#56 の確からしさを再評価するため、市販されている#56

構造類似化合物 208 個について、各化合物の SOD1-Derlin-1 結合阻害活性を FRET

の系を用いて検討した。150 µMから 2倍希釈で化合物濃度を 5点振り、濃度依存的

な化合物の阻害効果を検討したところ、37化合物について阻害活性がみられた。これ

ら化合物について、続いて共免疫沈降実験による結合阻害活性の確認を行った。

Flag-SOD1 G93A と Derlin-1-HA を過剰発現させた細胞溶解液から、免疫沈降によ

って精製した SOD1-Derlin-1複合体を含む溶液に 50 µMの各化合物を添加したとこ

ろ、#56そのものと同様に、共免疫沈降実験でも SOD1-Derlin-1結合阻害活性を示す

化合物が存在していることが分かった（Fig. 6, Table 2）。このことから、#56と類似

構造を有する化合物が活性本体として SOD1-Derlin-1 結合に作用していると考えら

れた。さらに、化合物の濃度検討を重ねて共免疫沈降実験を行った結果、いくつかの

#56 構造類似体が#56 よりも高い阻害活性を示すことが明らかとなった（Fig. 7A）。

実際に、バンド強度とタンパク濃度の検量線を作成し、これら化合物の IC50 値を算

出したところ、#56は 23 µM程度であったのに対し、#56-20や#56-26といった構造

類似化合物では 10 µMを下回る値となった（Fig. 7B）。 

	 当研究室ではすでに、SOD1と Derlin-1それぞれの結合領域をマッピングし、それ
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ぞれ DBR 領域、CT4 領域として明らかにしている。そこで、全長同士のみならず、

全長と結合領域の組み合わせや結合領域同士の組み合わせの SOD1-Derlin-1 結合に

対し、#56 類似化合物が結合阻害活性を示すかどうか、各複合体の精製溶液に化合物

を添加し、その影響を共免疫沈降実験により検討した。すると、#56 類似化合物はす

べての組み合わせにおいて、SOD1-Derlin-1 結合を阻害することが明らかとなった

（Fig. 8）。つまり、#56 構造類似体が SOD1 と Derlin-1 の結合領域同士の結合に対

しても阻害活性を示したことから、その結合阻害様式はそれぞれの非結合領域に対す

るアロステリックな阻害ではなく、結合領域を直接ターゲットにしたものであること

が示唆された。 

 

#56 構造類似体の新規合成と活性評価  

	 ここまで評価してきた#56 とその構造類似化合物について、細胞培養液中への添加

によって細胞内の SOD1 と Derlin-1 の結合を阻害できるかどうかを共免疫沈降実験

によって検討したところ、活性を示す化合物は確認できなかった。この実験系の場合、

すでに形成された SOD1-Derlin-1複合体を解離させるだけではなく、細胞内で新規合

成された SOD1 と Derlin-1 の結合をあらかじめ阻害できる可能性もあるため、細胞

溶解液に対して作用させる場合より高い阻害効果を期待できる一方で、化合物の細胞

膜透過性や細胞毒性、標的分子への指向性といった問題が存在する。 

	 そこで続いて、上記構造類似体の評価から、#56 の基本骨格をもとに構造展開を行

い、より SOD1-Derlin-1結合に対する阻害活性が高く、細胞膜透過性を持った化合物

を得ることを目指した。市販の#56 類似化合物の評価からは、明確な構造展開のヒン

トとなる傾向が得られていなかったため、ひとまずは複素芳香環部分（Ar）を展開し

ていくことで膜透過性を持つ化合物が得られないか検討を行った（Table 2、Fig. 9）。

すると、新規 5 化合物のうち 1 化合物 (#56-40) について、細胞培養液中に化合物を

添加することによっても結合阻害活性を示すことが確認できた（Fig. 10）。しかしな

がら、#56-40は実験回ごとにその活性を示す濃度と細胞へのダメージを示す濃度が異

なり、安定した濃度設定が困難な化合物であったため、さらに化合物の構造展開と活

性評価を行い、より安定的に阻害活性がみられる化合物の獲得を目指した。その結果、

2 級アミド構造から 3 級アミド構造へと構造展開した#56-59 が、再現よく顕著な

SOD1-Derlin-1結合阻害活性を示す化合物として得られた（Fig. 11）。このように、
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化合物の構造展開と活性評価を行うことにより、細胞レベルで SOD1-Derlin-1 結合

阻害活性を示す化合物の構造上の共通点が明らかになるとともに、さらなる活性増強

を目指した合成展開が可能となった。 

 

#56-59 による結合阻害活性の精査  

	 結合阻害を検討するための変異型 SOD1 として、これまで ALS 病態発症に関与す

る代表的な変異型 SOD1である SOD1 G93Aを用いていたが、前述のように、先行研

究により 122種類の ALS関連変異型 SOD1が Derlin-1と結合することが明らかにな

っている。そこで、得られた化合物がこれら複数種類の変異型 SOD1 と Derlin-1 の

結合を阻害するかを細胞レベルでの共免疫沈降実験により検討した。以前の報告にお

いては Derlin-1 CT4との結合で評価していたが[28]、今回は全長の Derlin-1との結合

を評価した。すると、CT4と結合する 122種類すべての変異型 SOD1が Derlin-1全

長とも結合することが確認されると同時に、#56-59 がすべての変異型 SOD1 と

Derlin-1 の結合を阻害することが明らかとなった（Fig. 12A-H）。また、通常 SOD1

はホモダイマーを形成することが知られており、Derlin-1は Derlin family分子やそ

の他 ERAD複合体の構成分子と結合することが知られている。そこで、これらのタン

パク質間相互作用に対する SOD1-Derlin-1 結合阻害化合物の影響を確認するために

共免疫沈降実験を行ったところ、#56-59は SOD1と Derlin-1の結合を阻害する条件

下において、SOD1のダイマー化や Derlin-1の複合体形成に対しては阻害活性を示さ

なかった（Fig. 13）。以上の結果から、得られた化合物が非特異的なタンパク質間相

互作用阻害活性を持つのではなく、標的とする SOD1-Derlin-1結合に選択性を有する

ことが示唆された。 

	 さらに、SOD1-Derllin-1結合阻害化合物の標的分子の同定に向けて、光反応性の官

能基としてベンゾフェノンを付加したビオチン化#56-59を用い、プルダウン実験を行

った。ベンゾフェノンを付加することで、細胞内の標的分子と化合物が結合した際、

UV 照射により、ベンゾフェノンの近傍に存在する標的分子との間で共有結合を形成

させることが可能となる（Fig. 14A-C）[43,44]。そして、タンパク質のタグに対する抗

体を用いてプルダウンを行い、免疫沈降されたタンパク質が化合物の標的分子であっ

た場合には、そのタンパク質とほぼ同じ分子量の位置に、抗ビオチン抗体によるシグ

ナルを検出できる一方で、化合物の標的分子ではなかった場合には、抗ビオチン抗体
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により分子を検出することは難しいと考えられる（Fig. 14D）。空ベクター、あるいは

Flag-SOD1 G93Aか Derlin-1-Flagを発現させ、細胞培養液中に光反応性ビオチン化

#56-59 を添加したところ、抗ビオチン抗体により SOD1 と同じ分子量の位置に、ビ

オチンのシグナルが検出されることが分かった（Fig. 14E）。つまり、化合物が Derlin-1

ではなく、SOD1を標的としてその結合阻害活性を発揮していることが示唆された。

さらに、野生型 SOD1と SOD1 G93Aを比較すると、化合物が SOD1 G93Aにより嗜

好性をもって結合していることが明らかとなった（Fig. 14F）。現在は、より詳細に標

的分子としての変異型 SOD1 と化合物の相互作用について検討している段階であり、

今後 SOD1と化合物の共結晶解析を進めることを予定している。 

 

SOD1-Derlin-1 結合阻害による ALS モデルマウスの病態改善効果の検討  

	 最後に、ALS 病態における SOD1-Derlin-1 結合の重要性と、治療薬としての可能

性を検証するため、ALS モデルマウスへ得られた結合阻害化合物を投与し、その病

態改善効果の検討を行った。この場合、標的とする中枢神経系にて化合物を作用させ

る必要があるが、一般に薬剤を血流から中枢神経系へ到達させる際、血液脳関門

（Blood Brain Barrier: BBB）の透過性が問題となる。そこで、BBB透過性の懸念を

排除し、効果的に中枢神経系へ SOD1-Derlin-1結合阻害化合物を届けるために、直接

脳脊髄液中に化合物を投与することを考えた。また、ALS病態が晩発性・進行性であ

ることをふまえ、持続的に一定濃度の化合物を投与することが、効果的な化合物の活

性発揮に繋がると考えられた。そこで化合物の投与法としては、オスモティックポン

プを利用したマウス脳室内への持続投与を選択した[45-48]。ALS モデルマウスとして

雄の SOD1 G93Aトランスジェニックマウスを用い、ALS病態発症以前の 22 週齢か

ら、脳室内へオスモティックポンプを利用して各化合物（コントロール: DMSO、1 mM 

#56-40、3 mM #56-59）の持続投与を行うことで、マウスの運動機能と生存期間に影

響がみられるかを検討した。ロータロッド試験に基づく、マウスの運動機能から定義

した病態発症までの期間（Onset）は、コントロール群に対して#56-40投与群では差

がみられない一方で、#56-59投与群においては有意に発症までの期間が遅延した（Fig. 

15A）。そして生存期間（Survival）については、onsetと同様、#56-40投与群ではコ

ントロール群と差がみられないのに対し、#56-59 投与群では、14 %ほどの、有意な

生存期間の延長効果が明らかとなった（Fig. 15B）。 
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	 またこのとき、SOD1-Derlin-1結合阻害化合物による、ALSモデルマウスにおける

運動神経細胞死への影響を確認するため、コントロール群の平均的な発症時期であっ

た 31週齢のマウス脊髄において、運動神経細胞をニッスル染色により検出した（Fig. 

16A）。各化合物の投与マウス群における運動神経細胞数をカウントしたところ、

#56-59 投与群において有意に運動神経細胞数が多いことが明らかとなった（Fig. 

16B）。 

	 以上の結果より、SOD1-Derlin-1結合阻害化合物が in vivoにおいて運動神経細胞

死を抑制し、ALS病態の改善効果を示したと考えられる。 
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4. 考察  

 

TR-FRET による結合評価を利用したスクリーニング系  

	 大規模なスクーニングを行う際には、感度や操作行程、スループット性を考慮した

検出系の確立が非常に重要である。タンパク質間相互作用を検出するためには、共免

疫沈降法や ELISA法、表面プラズモン共鳴法などを利用した方法が知られているが、

本研究において私は、TR-FRET を利用したタンパク質間相互作用の検出法に着目し
[42]、SOD1-Derlin-1 結合をハイスループットに検出する系を構築することで、大規

模化合物スクリーニングを実施することに成功した。 

	 本研究における解析で注目した化合物#56は、SOD1の Derlin-1との結合領域に作

用してその阻害活性を発揮することが示唆されている。一方で、スクリーニング系の

特徴から考えると、全長同士の変異型 SOD1 と Derlin-1 を過剰発現させた細胞溶解

液を用いたことから、それぞれの非結合領域に作用してアロステリックな結合阻害活

性をもつ化合物を得ることも可能な系であると考えられる。つまり、本スクリーニン

グの候補化合物の中には、#56とは阻害機序の異なる SOD1-Derlin-1結合阻害化合物

が含まれている可能性が高い。一般に、低分子化合物による標的タンパク質への結合

は局所的な部位に限られている。標的タンパク質の異なる部位に結合するいくつかの

化合物が得られている場合、それらを組み合わせて高活性・高特異性の阻害剤を設計

して合成するフラグメントベースドドラッグディスカバリー（Fragment based drug 

discovery: FBDD）という手法が知られている。本研究においても、得られた候補化

合物の標的タンパク質を明らかにすることで、FBDDを利用した新たな化合物の合成

という側面から、結合阻害化合物の獲得を目指すことも可能であると考えられる。 

	 また、細胞溶解液を用いた結合評価アッセイ系の確立は、Derlin-1のように精製が

困難だと予想される膜タンパク質の全長での評価を可能にした。つまり本スクリーニ

ング系は、膜タンパク質を標的分子として設定することができ、さらに膜タンパク質

を含んだPPIを標的とする化合物スクリーニングの可能性を広げるものとして期待さ

れる。 

 

共免疫沈降法による化合物の結合阻害活性評価  

	 TR-FRET スクリーニングで陽性となった 77 化合物のうち、精製 S0D1-Derlin-1
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複合体を用いた共免疫沈降実験において陽性となった化合物は 12 個であった (Fig. 

4A-E)。スクリーニング時と同様に、未精製な細胞溶解液を用いた場合にはいずれの

化合物においても結合阻害を確認できなかったことから、 TR-FRET 法が

SOD1-Derlin-1の結合・解離検出系として、共免疫沈降法に比べて感度が高い可能性

がある。また、FRETシグナルは蛍光分子間の距離が離れたり配向性が変化したりす

ることで減弱するので、SOD1と Derlin-1が完全に解離していなくても陽性化合物と

なりうる。一方の共免疫沈降においては、複合体の構造やタンパク質間距離の変化が

引き起こされていたとしても、SOD1と Derlin-1の結合状態が維持されたままであれ

ば陽性とならない。FRET法における阻害率の高い化合物と共免疫沈降法における陽

性化合物との間に相関性がみられなかったことも、このような検出状態の差が影響し

ていると考えられる。以上の理由から、FRET法よりも共免疫沈降法のほうが陽性と

判断できる化合物の数が少なくなると考えられ、化合物の絞り込みにおいて

TR-FRET スクリーニングから共免疫沈降実験による再評価を行うというステップが

妥当であったと判断した。 

 

化合物の合成展開と細胞内 SOD1-Derlin-1 結合の阻害活性  

	 スクリーニングで得られた#56 または市販の#56 類似化合物は、細胞培養液中への

化合物添加によって細胞内の SOD1 と Derlin-1 の結合を阻害することはできなかっ

た。特に精製 SOD1-Derlin-1 複合体に対する結合阻害活性が高かった#56-20 や

#56-26 といった構造類似体も、細胞内の SOD1-Derlin-1 結合に対する阻害活性はみ

られなかった。この点に関して、精製溶液を用いた共免疫沈降法では陽性化合物とな

っても、細胞毒性がある化合物や膜透過性をもたない化合物、また標的指向性が低い

化合物であった場合などには、添加濃度の限界や標的の SOD1-Derlin-1複合体以外の

様々な分子の存在・細胞内局在の問題といった点から、細胞内の SOD1-Derlin-1結合

に対して陽性とならない可能性が考えられる。本研究において#56 やその類似化合物

については、共同研究による合成展開を行うことで、細胞培養液への添加により活性

を示す化合物の獲得を目指すという方針をとった。実際に最初の新規合成化合物の 5

種類のうち、#56-40 という 1 化合物において細胞内の SOD1-Derlin-1 結合阻害活性

を確認することができたため、活性と構造の情報を得ることも期待しながら、さらな

る結合阻害化合物の新規合成を継続した。そこで新たに有望な結合阻害化合物として
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#56-59を得ることに成功し、さらには 3級アミドという構造上の特徴を明らかにする

ことができた。今後のさらなる活性評価と合成展開の発展により、いっそう高活性な

阻害化合物の合成が進むことが期待される。実際に、ALSモデルマウスへの投与によ

り#56-59 が ALS 病態改善効果を示すことが明らかになったことからも、本研究方針

が有効であったと考えられる。 

	 一方、精製溶液を使用したアッセイでは、すでに結合している SOD1-Derlin-1複合

体を解離させる必要があるため、化合物濃度の高さや結合阻害活性の強さが求められ

ると予想される。しかしながら、細胞培養時の培地中に化合物を添加する場合には、

細胞内で活性を発揮できる化合物であれば、細胞内の結合状態にない SOD1 や

Derlin-1 に対してあらかじめ作用することで、効率的に SOD1-Derlin-1 結合を阻害

することも可能でなる。そのため、TR-FRET によるスクリーニングで陽性となった

化合物のうち、精製溶液を用いた共免疫沈降法においては陰性となった化合物であっ

ても、細胞培養液への添加によって阻害効果を示す可能性がある。さらに、複合体形

成前の標的分子への作用が可能であることから、化合物濃度がより低い状態において

も結合阻害効果を示すことが期待できる。つまり、TR-FRET スクリーニング陽性化

合物について、細胞培養液添加による共免疫沈降実験を行い、そこで陽性であった化

合物に注目することも一つの方針であると考えられた。実際に、77化合物について評

価を行ったところ、精製溶液を用いた場合には陽性とならなかった 7化合物が結合阻

害活性を示すことが明らかとなっている（データ未掲載）。そのうち最も顕著な活性を

示した 1化合物に注目したが、残念ながら再合成による活性評価の結果、活性本体の

構造を明らかにすることができず、おそらくは当該化合物合成過程における不純物・

混合物等による作用であることが考えられたため、現在は追跡を中止している。しか

しながらその他 6化合物について、#56とは異なる阻害様式を示す化合物である可能

性は残されており、今後の解析対象であると考えられる。 

 

#56-59 の標的分子と特異性  

	 光反応性ビオチン化#56-59 を利用したプルダウンアッセイにより、#56-59 の標的

分子は Derlin-1ではなく SOD1であることが示唆された（Fig. 14E）。また、野生型

SOD1と SOD1 G93Aを比較したところ、SOD1 G93Aの方により嗜好性を持ってい

たことから、野生型構造とは異なる変異型構造の SOD1に化合物が結合してその活性
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を発揮している可能性が考えられる（Fig. 14F）。精製 SOD1-Derlin-1複合体に対す

る共免疫沈降実験の結果から、#56 類似化合物は SOD1 の DBR に作用することが示

唆されており、この領域は野生型構造では内部に隠され、変異型構造では外部環境に

露出することが明らかとなっている（Fig. 8）[28]。以上の結果から、化合物の阻害活

性は、少なくとも部分的には野生型構造では立体構造上内側に隠れている DBR に結

合することで発揮されるために、野生型 SOD1よりも変異型 SOD1への嗜好性が高く

なっていると予想される。 

	 #56-59は、野生型 SOD1のダイマー化や Derlin-1複合体形成には影響を与えなか

ったことから、非特異的な PPI阻害剤ではないと考えられる（Fig. 13）。しかしなが

ら、変異型 SOD1 が標的である可能性が示唆されたことを考えると、変異型 SOD1

と結合することが知られている Derlin-1 以外のタンパク質と変異型 SOD1 の結合に

関しては、その結合が SOD1の DBR領域を介したものであれば得られた化合物によ

り結合が阻害される可能性も想定される。報告されている結合は、ALS病態への関与

が示唆される異常な PPIに分類されるものであり、これらの PPIを阻害することはそ

の毒性軽減に繋がる可能性も考えられる。本化合物が SOD1-Derlin-1結合にどの程度

の特異性を有しているか、変異型 SOD1との結合タンパク質に注目した結合阻害アッ

セイを行うことで今後明らかにしていきたい。 

	  

細胞内 SOD1-Derlin-1 結合に作用する化合物  

	 本研究では、細胞内の SOD1-Derlin-1 結合を阻害する化合物として#56-40 と

#56-59 を得て、ALS モデルマウスへの投与実験を行った。各化合物は、HEK293A

細胞において結合阻害が確認できる濃度を参考に投与濃度設定を行ったが、#56-40に

関しては実験回ごとに活性と細胞毒性がみられる濃度が異なり、有効濃度の範囲が非

常に狭い化合物であるという問題点があった（Fig. 10, 11）。ALSモデルマウスへの

投与においてコントロール群と有意な差がみられなかったことは、この濃度設定の困

難さに原因があったと予想される。より最適な化合物濃度での投与を行うことで、

#56-40 による病態改善効果がみられる可能性があると考えている。一方の#56-59 に

関しては、細胞内の SOD1-Derlin-1 結合を再現よく阻害する化合物であり、ALS モ

デルマウスの病態を有意に改善することが示された（Fig. 15, 16）。本研究においては、

投与時期と投与濃度を 1点ずつのみでしか検討できなかったが、条件検討によりさら
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なる効果の増強も期待できると考えている。また、#56-59が安定的に細胞内で活性を

示したことから、その構造に注目して合成展開を続けたところ、3 級アミド構造を有

することが活性発揮に重要であることが明らかとなってきた。現在までに#56-59より

も高活性な化合物がいくつか得られており、これらを用いて in vivo アッセイを行う

ことにより、さらに ALS治療薬としての候補化合物を見出すことが可能である。 

 

ALS 研究における SOD1-Derlin-1 結合阻害の意義  

	 これまで、SOD1 を対象とした ALS 研究が数多く行われてきたが、代表的な 1 種

類あるいは数種類の変異型 SOD1を用いた解析が中心であった。当研究室では先行研

究において、ALS 関連変異型 SOD1 と Derlin-1 の結合を介した小胞体ストレスが運

動神経細胞死を誘導するという ALS 発症メカニズムを報告した[20,28]。さらに 2012

年当時に報告されていた 130種類もの ALS関連変異型 SOD1について解析を行い、

病態との関連性が希薄な変異を除いたすべての変異型 SOD1 が Derlin-1 と結合する

という共通の現象を明らかにしている[28]。つまり、様々な変異型 SOD1 による細胞

毒性を、Derlin-1との結合能の獲得という共通のメカニズムで説明しうるという点で

極めて興味深く、SOD1-Derlin-1結合が SOD1変異によるすべての ALSの治療標的

となる可能性を示唆している。本研究により、実際に SOD1-Derlin-1結合を標的とし

た阻害化合物が得られたことで、ALS 発症機構における SOD1-Derlin-1 結合を介し

た小胞体ストレスの関与を、低分子化合物という実験ツールとしての使用価値が高い

阻害剤によって確立することができると考えられる。ALSモデルマウスの脊髄中にお

いて、化合物投与により実際に SOD1-Derlin-1結合が減弱しているかについてと同時

に、小胞体ストレスが軽減しているかについて、今後引き続き解析を行う予定である。 

	 また SOD1遺伝子変異をもつヒト ALS患者の B細胞において、内在性の SOD1が

Derlin-1 と結合していることが明らかになったことからも[28]、ALS の発症メカニズ

ムに SOD1 と Derlin-1 の結合が関与する可能性が強く示唆されている。これらのこ

とから、SOD1-Derlin-1結合を阻害する低分子化合物は、ALSの治療薬候補として有

力であると考えられる。 

	 また近年、SOD1遺伝子変異によらない SALSにおいて、構造変化した野生型 SOD1

の運動神経細胞死への関与が示唆されており[49]、SALS患者由来のアストロサイトに

おける野生型 SOD1が、非自律的な運動神経細胞死に必要であることも報告されてい
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る[50]。さらに、ALS原因因子として知られる変異型 FUSや TDP-43によって、野生

型 SOD1 が変異型様構造をとることも報告された[51]。さらに当研究室の最近の研究

により、亜鉛枯渇条件において野生型 SOD1が配位した亜鉛を失うことで構造変化し

て Derlin-1 と結合し、小胞体ストレスを誘導することを見出した[52]。これらの事実

は、SOD1 遺伝子変異をもたない ALS 患者の病態発症においても、野生型 SOD1 が

他の遺伝子変異や環境要因などのSOD1遺伝子変異以外の要因によって構造変化を起

こして Derlin-1 との結合能を獲得し、SOD1-Derlin-1 結合を介した運動神経細胞死

を誘導している可能性を示唆している。つまり、SOD1と Derlin-1の結合を阻害する

低分子化合物は、SOD1 遺伝子変異による ALS だけでなく、孤発性を含むより広い

ALS の治療につながる可能性を秘めていると考えられる。これまでに ALS の原因遺

伝子として上述の TDP-43や FUS/TLSなどが知られている他[53-55]、近年では OPTN

や PFN1、C9ORF72 に続いて TBK1 など約 20 種類の原因遺伝子が報告されている
[56-62]。今後は、このような SOD1遺伝子に変異が存在しない FALSや SALSの病態

に、野生型 SOD1 が変異型様構造をとることによる SOD1-Derlin-1 結合が関与して

いるかを検討する必要がある。 

 

ALS 治療薬としての可能性  

	 前述の通り、ALSには明確な分子基盤に基づく治療法が存在していない。現在まで

に ALS 治療薬として承認されているリルゾールは、グルタミン酸放出抑制による神

経保護作用を有し、2〜3ヶ月の延命効果をもたらすことが報告された[2]。しかしなが

らその効果は確実なものではなく、また神経保護の作用機序は明らかでない。ALSモ

デルマウスにおいては、発症以前からの経口投与により、コントロール群と比べて

7.5 %程度の寿命延長効果が報告されている[63]。また、現在臨床試験中の治療薬候補

である肝細胞増殖因子（hepatocyte growth factor: HGF）については、ALSモデル

ラットにおいて、発症後から髄腔内への持続投与により、寿命が約 7 %延長すること

が報告されている[64]。こういった効果を示す化合物や栄養因子が ALS 治療薬、ある

いは治療薬候補とされているのが、ALS治療の現状である。このような中で、本研究

において得られた SOD1-Derlin-1結合阻害化合物は、発症前からの投与により SOD1 

G93A トランスジェニックマウスの発症時期の遅延と約 14 %の生存期間の延長効果

を示した。つまり本化合物は、ALS治療薬候補としての素質を十分に兼ね備えている
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と考えられる。 

	 過去 20年間にわたり、数多くの ALS治療薬候補が臨床試験へと進められてきた[65]。

しかしながら、現在までに承認まで至った化合物は 2種類のみである。前臨床試験の

モデル動物を用いたアッセイでは有効性が確認される一方で、臨床試験ではその活性

が認められない原因の 1つとして、ヒトとモデル動物との種間の差が影響している可

能性が指摘されている。近年、この点を克服するために ALS 患者由来のヒト iPS 細

胞を利用したアッセイ系の有用性が唱えられ、ALSモデルとして用いた例が報告され

ているが[66,67]、どこまで生体内の環境を模倣できているか、どの程度安定した系であ

るかについてはまだ議論の余地が残されている。また、ALS治療薬候補の多くはその

作用機序・分子機構が不明瞭なまま臨床試験が行われている点も、確かな有効性が確

認できない原因であると考えられる。本研究では、これまでに当研究室で明らかにし

た SOD1と Derlin-1の結合というほぼすべての変異型 SOD1に共通する現象を基に、

いまだ存在しない明確な分子基盤に基づく ALS 治療薬の開発を目指し、

SOD1-Derlin-1 を標的とした結合阻害化合物を得ている。このことからも、

SOD1-Derlin-1結合阻害化合物による ALS治療への期待は大きいと考える。 
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5. 総括  
 

本研究において私は、 

 

1.  FRETシグナルを指標とした、ハイスループットな新規 SOD1-Derlin-1結合評価

系を確立した。 

 

2.  約 16 万化合物を対象とした大規模な化合物スクリーニングを行い、

SOD1-Derlin-1結合を阻害する候補化合物として 77化合物を得た。 

 

3.  共免疫沈降法による化合物の活性評価により、12個の陽性化合物を得た。 

 

4.  化合物の合成展開と活性評価を経て、細胞培養時に培地へ化合物を添加すること

で SOD1-Derlin-1結合を阻害する新規化合物を得た。  

 

5.  ALSモデルマウスへの結合阻害化合物投与により、ALS病態が発症するまでの期

間と生存期間に有意な延長効果がみられることを明らかにした。 

 

 

	 以上の結果は、低分子化合物によるPPI阻害の新たな一例を提示するとともに、ALS

発症メカニズムにおける SOD1-Derlin-1結合の重要性と、新たな ALS治療法開発の

可能性を示すものであると考える。今後、結合阻害様式の詳細な解析と化合物の物性

評価により標的指向性の向上を目指し、世界初の分子標的 ALS 治療薬の誕生につな

げたい。 
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不良タンパク質	

分解	

逆輸送 

プロテアソーム	

変異型SOD1と 
Derlin-1の結合	

正常な細胞におけるERAD	 変異型SOD1によるERAD異常	

小胞体 
内腔	

細胞質	

ERAD 
複合体	

正常な細胞ではERADにより小胞体内腔の不良タンパク質はDerlin-1を介
して細胞質側へと逆輸送され、ユビキチン−プロテアソーム系により分解
される。　 
 
ALS関連変異型SOD1存在下では、SOD1がDerlin-1と結合してERADを
阻害する。これにより、不良タンパク質が小胞体内に蓄積することで小胞
体ストレスが誘導され、	 運動神経細胞死が引き起こされる。 
 
(Nishitoh et al. Genes Dev. 2008) 
 

A	

Fig. 1　変異型SOD1-Derlin-1結合による小胞体ストレスを介した 
            運動神経細胞死誘導機構　	

A	 B	

小胞体ストレス!

運動神経細胞死!

不良タンパク質の蓄積	

8.  図表	 
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46	
Cu	

Zn	

5	

18	

C	 黒字でSOD1のアミノ酸配列を、赤字でDerlin-1に結合するFALS関連の
124種類の変異（122種類の変異型SOD1）を示した。SOD1は153アミノ
酸からなり、分子内でジスルフィド結合（S-S）を形成し、亜鉛イオン
（Zn）と銅イオン（Cu）をそれぞれ一つずつ配位する。 
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D	

(Nishitoh et al. 
         Genes Dev. 2008)	

•  SOD1 G93A  
→ 代表的な変異型 
     SOD1のひとつ 

•  Derlin-1(CT4)  
→ SOD1-Derlin-1結合を 
    阻害するペプチド 

野生型マウス由来の初代運動神経細胞に上記の通りレンチウイルス感染
（72h）による過剰発現を行い、SMI32（運動神経細胞）とGFAP（アス
トロサイト）を共染色した。変異型SOD1により誘導される運動神経細
胞死が、SOD1とDerlin-1の結合阻害により抑制されることが明らかと
なっている。 
（上図）SMI32（運動神経細胞）とGFAP（アストロサイト）の共染色像 
（下図）SMI32ポジティブな運動神経細胞数の比較（コントロールに対す 
　　　　る比、mean±SE (n=3) )  (＊) P < 0.05、(＊＊) P < 0.01 　　 
　　　（Student’s t-test） 
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Fig. 2　	TR-FRETを利用したSOD1-Derlin-1結合評価	

d2	
Eu 	

 ~10 nm	

FRET	

tag-1	 tag-2	

 10 nm~	

no FRET	

低分子化合物	

 620 nm	 665 nm	

 337 nm	  337 nm	

各タンパク質のタグに対する蛍光分子標識抗体を用いることで、SOD1-
Derlin-1結合をFRETシグナルの有無で判断する結合評価系の模式図を示
した。 

•  ドナー: Europium Cryptates conjugated antibody (Eu) 
　…長寿命蛍光分子(ms), ex. 337 nm; em. 620 nm  

•  アクセプター: d2 conjugated antibody (d2) 
　…短寿命蛍光分子(ns), maximum light output : 665 nm	

A	

A	

（左図）SOD1とDerlin-1が結合していると蛍光分子間の距離も近接し、 
　　　　FRETがおこる。 
（右図）低分子化合物によってSOD1-Derlin-1結合が阻害されると 
　　　　FRETがおこらない。	 

tag-1	 tag-2	
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FRET Ratio	

Flag-‐SOD1	  G93A	  +	  
Derlin-‐1-‐HA	  
Flag-‐SOD1	  Δ1-‐20	  
G93A	  +	  Derlin-‐1-‐HA	  

＊SOD1 G93A (Δ1-20) 
DBRを含む1-20アミノ酸残基を
欠損させたSOD1 G93A	

B	

FRETによってSOD1とDerlin-1の結合を検出できるかどうかをFlag-
SOD1 G93AとDerlin-1-HAの組み合わせを用いて確認した。抗体とし
てanti-Flag-Euとanti-HA-d2を使用したところ、結合が起こらない
Flag-SOD1 G93A（Δ1-20）とDerlin-1-HAの組み合わせに対して2倍
程度のFRET Ratio値を得られ、FRETによるSOD1-Derlin-1結合評価
が可能であると考えられた。	 

B	
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Flag-SOD1 G93A + 
Derlin-1-HA	

Flag-SOD1 G93A(Δ1-20) + 
Derlin-1-HA	



C	 スクリーニングを行うことを考慮した上で条件を比較検討した結果、Flag-
SOD1 G93AとDerlin-1-HAにanti-Flag-Euとanti-HA-d2を使用する組み
合わせを選出した。Flag-SOD1 G93AとDerlin-1-HAによるFRETシグナ
ルは約6倍となった。 
また、Flag-SOD1 G93AとDerlin-1-HAにanti-Flag-Euとanti-HA-d2を使
用する組み合わせにおいてZ’ factorが0.91となり、この系が十分スクリー
ニングに適していることが分かった。 

Z’ factor = 0.91 (n=8)	
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Flag-SOD1 G93A  + Derlin-1-
HA 

Flag-SOD1 G93A (Δ1-20)  
+ Derlin-1-HA 

FRETシグナル 

data: mean ± SD 

Flag-SOD1 G93A + 
Derlin-1-HA	

Flag-SOD1 G93A(Δ1-20) + 
Derlin-1-HA	



Flag-SOD1 G93A 

Derlin-1-HA	細胞溶解液の分注	

化合物が分注された 
384ウェルプレート	

FRET測定 

HEK293A細胞	

ドナー :  Eu抗体 
アクセプター :  d2抗体　 

トランスフェクション	

約160,000化合物 

東京大学創薬機構 
化合物ライブラリー 

インキュベーション 
（常温3時間 or 4 ℃ over night）	

抗体の分注	

インキュベーション 
（常温１時間）	

A	 あらかじめ化合物が分注された384ウェルプレートに各タンパク質を過剰発
現させた細胞溶解液を添加してインキュベーションした後、抗体を添加して
１時間反応させ、FRET測定を行った。 
1次スクリーニングでは、Flag-SOD1 G93AとDerlin-1-HAを過剰発現させ
た細胞溶解液と、最終濃度50 µMの化合物、anti-Flag-Euとanti-HA-d2の抗
体を使用した。 

Fig. 3　	TR-FRETを利用したSOD1-Derlin-1結合評価系による阻害化合物
のスクリーニング	
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A	



B	 パイロット１次スクリーニングにおける各プレートのZ’ factorは、常温
３時間の反応条件の場合（上図）も4 ℃ over nightの反応条件の場合
（下図）もすべて0.5以上となり、全プレートのZ’ factorの平均は0.8を超
えた（error bar: ±SD）。 

1st set (3h, r.t.) 
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C	 1次スクリーニングにおける化合物の絞り込みでは、タグと抗体の結合阻害
やエネルギー移動阻害などでFRETを減弱させる偽陽性化合物が含まれると
考えられる。そこで、一分子でFRETを起こす発現ベクターの作製を試み、
HA-SOD1-Flagを得た。一分子FRETのシグナルが減弱する化合物は、目的
とするSOD1-Derlin-1結合阻害以外の影響を持つ。	 

1.  SOD1とDerlin-1との結合阻害 → positive!! 

2.  タグと抗体との結合阻害  → negative! 

3.  エネルギー移動阻害 
       励起光や蛍光の吸収、放出など → negative!  

d2	 Eu	

HA-SOD1-Flag	

一分子FRET	

d2	

Eu	

Flag	 HA	

d2	Eu	

タグと抗体の結合	

エネルギー移動	
＜negative化合物の例＞	

Flag	 HA	

HA	 Flag	

1
次

ー
	

2
次

ー
	

FRETシグナルに影響を与える可能性がある原因	
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Z' factor 

475	1	

384ウェルプレートで475枚分の低分子化合物を対象とした大規模スクリーニ
ングの1次スクリーニングにおいて、Z’ factorは0.77を下限として平均0.86と
なった。 

D	
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大規模1次スクリーニングで評価した各化合物について、縦軸に各化合物の
阻害率をとり、横軸に阻害率が高いものから順に化合物を並べた散布図を
示す。阻害率が15 %以上であった1001化合物を選出した。 

E	
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大規模2次スクリーニングで評価した各化合物の阻害率についての散布図を
示す。上段はFiag-SOD1 G93AとDerlin-1-HAの二分子FRETに対する阻害
率を、阻害率が高かった化合物から順に並べ、下段はHA-SOD1-Flagの一
分子FRETに対する阻害率を、上段の化合物の順に揃えて並べた。二分子
FRETに対する阻害率が15 %以上かつ、一分子FRET二対する阻害率が15 
%未満の100化合物を選出した。 
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阻害率（%）	
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（×100）	
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各化合物による一分子FRET阻害率	
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TR-FRETスクリーニングの流れ図を示した。パイロットスクリーニングと
大規模スクリーニング合わせて約160,000化合物に対して1次スクリーニング
を実施し、候補化合物を1,460個に絞り込んだ。2次スクリーニングでは、再
現性の検討とHA-SOD1-Flagによる一分子FRETを利用した偽陽性化合物の
排除を行った。その結果得られた131化合物について、3次スクリーニング
で濃度依存性を検討し、77個のSOD1-Derlin-1結合阻害の候補化合物を得た。	  
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Fig. 4　	共免疫沈降実験による精製SOD1-Derlin-1複合体に対するFRET
スクリーニング陽性化合物の結合阻害活性の評価 

HEK293A細胞にFlag-SOD1 G93AとDerlin-1-HAを過剰発現させ、その細
胞溶解液から抗Flag抗体ビーズにより免疫沈降を行ってSOD1-Derlin-1複合
体を精製した。その精製溶液に最終濃度100 µMとなるように各種化合物を
添加し、共免疫沈降を行った。 
77個の候補化合物のうち、赤字で示した12化合物において、再現よく顕著
な結合阻害活性が確認された。 
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FRETスクリーニング陽性化合物#1〜#16までの活性評価の結果を示した。 A	

FRETスクリーニング陽性化合物#17〜#32までの活性評価の結果を示した。 B	

A	
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FRETスクリーニング陽性化合物#33〜#48までの活性評価の結果を示した。 C	

FRETスクリーニング陽性化合物#49〜#63までの活性評価の結果を示した。 D	

FRETスクリーニング陽性化合物#64〜#77までの活性評価の結果を示した。 E	
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Fig. 5　	化合物#56の構造式 
TR-FRETによるスクリーニング、共免疫沈降実験による精製SOD1-
Derlin-1複合体に対する結合阻害活性の評価、構造式の評価を経て、化合物
#56（分子量 390.4）に注目した。 

NH2

SN

N

O

N
H

O

O



57	 

Flag-SOD1 G93A + Derlin-1-HA	

50 µM 
化合物 – #5

6	
#5

6-
1  

#5
6-

2  
#5

6-
3 

#5
6-

4  
#5

6-
5 

#5
6-

6  
#5

6-
7  

#5
6-

8 
#5

6-
9  

#5
6-

10
 

#5
6-

11
 

#5
6-

12
 

#5
6-

13
 

#5
6-

14
 

#5
6-

15
	

#5
6-

16
	

#5
6-

17
	

#5
6-

18
	

#5
6-

19
	

50 µM 
化合物 – #5

6	
#5

6-
20
 

#5
6-

21
 

#5
6-

22
 

#5
6-

23
 

#5
6-

24
 

#5
6-

25
 

#5
6-

26
 

#5
6-

27
 

#5
6-

28
 

#5
6-

29
 

#5
6-

30
 

#5
6-

31
 

#5
6-

32
 

#5
6-

33
 

#5
6-

34
	

#5
6-

35
	

#5
6-

36
	

–

#5
6-

37
	

Fig. 6　	共免疫沈降実験による精製SOD1-Derlin-1複合体に対する#56
類似化合物の結合阻害活性の評価 

HEK293A細胞にFlag-SOD1 G93AとDerlin-1-HAを過剰発現させ、その細胞溶
解液から抗Flag抗体ビーズにより免疫沈降を行ってSOD1-Derlin-1複合体を精
製した。その精製溶液に最終濃度50 µMとなるように各化合物を添加し、共免
疫沈降を行った。 
37個の#56類似化合物の中に、再現よくSOD1-Derlin-1結合阻害活性が確認で
きる化合物が複数個存在した（Table 2）。 
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類似化合物#56-1〜#56-19までの活性評価の結果を示す。 A	

類似化合物#56-20〜#56--37までの活性評価の結果を示す。 B	

B	

A	



Flag-SOD1 G93A + Derlin-1-HA	
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Fig. 7　	#56類似化合物の結合阻害活性濃度依存性とIC50値 
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化合物	 #56	
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26 

#56- 
30	

#56- 
33	

IC50 (µM)	 23.3	 7.11	 24.3	 25.5	 16.9	 6.20	 28.6 11.5	

B	

A	

HEK293A細胞にFlag-SOD1 G93AとDerlin-1-HAを過剰発現させ、その細胞溶
解液から抗Flag抗体ビーズにより免疫沈降を行ってSOD1-Derlin-1複合体を精
製した。その精製溶液に各濃度の各化合物を添加し、共免疫沈降を行ったとこ

ろ、上記化合物の結合阻害活性の濃度依存性が示された。 

A	

タンパク濃度とバンド強度の検量線を作成し、得られた検量線を基に各化合物
のIC50値を算出したところ、#56よりも高活性な類似化合物が存在することが
示された。 

B	
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Fig. 8　	全長同士、全長と結合領域、結合領域同士の精製SOD1-
Derlin-1複合体に対する#56類似化合物の結合阻害活性の評価 

HEK293A細胞に各タンパク質を過剰発現させ、その細胞溶解液から抗Flag
抗体ビーズにより免疫沈降を行ってSOD1-Derlin-1複合体を精製した。その
精製溶液に各濃度の各化合物を添加し、共免疫沈降を行った。 
#56類似化合物の#56-20と#56-26は、すべての組み合わせのSOD1-Derlin-1
結合に対して阻害活性を示した。 
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Fig. 9　	#56の新規構造類似化合物の構造式 
名古屋市立大学樋口恒彦教授との共同研究により、図中のArで示す#56の複
素芳香環部分を展開して#56-38〜42の新規5化合物を合成した。 
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Fig. 10　	共免疫沈降実験による細胞内SOD1-Derlin-1結合に対する新規
#56類似化合物の結合阻害活性の評価 

HEK293A細胞に各タンパク質を過剰発現させ、その細胞培養液中に各濃度
の各化合物を添加し、共免疫沈降を行った。 
#56-40が細胞内SOD1-Derlin-1結合に対して阻害活性を示した。 
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新規5化合物合成の際に、出発反応物として用いた市販の#56類似化合物 
#56-43 
#56-10の再合成化合物（#56-10と同一化合物）	
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Fig. 11　	共免疫沈降実験による細胞内SOD1-Derlin-1結合に対する#56-59
の結合阻害活性の評価 

( HEK293A cell )	
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B	

A	

HEK293A細胞に各タンパク質を過剰発現させ、その細胞培養液中に各濃度の
#56-59あるいは#56-40を添加し、共免疫沈降を行った。 
#56-40と同様、#56-59が細胞内SOD1-Derlin-1結合に対して阻害活性を示した。 

A	

#56-59（分子量 386.5）の構造式を示した。 B	
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Fig. 12　	共免疫沈降実験による細胞内SOD1-Derlin-1結合に対する#56-59
の結合阻害活性の評価 

HEK293A細胞に各タンパク質を過剰発現させ、その細胞培養液中に20 µM 
の#56-59を添加してから24 h培養後、共免疫沈降を行った。 
#56-59は、122種類すべてのALS関連変異型SOD1とDerlin-1の結合を阻害す
ることが明らかとなった。 
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122種類中97種類目までの変異型SOD1を用いた場合の結果を示した。 F	
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122種類中113種類目までの変異型SOD1を用いた場合の結果を示した。 
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Fig. 13　	野生型SOD1のダイマー化やDerlin-1複合体形成に対する#56-59
の結合阻害活性の評価 

HEK293A細胞に各タンパク質を過剰発現させ、その細胞培養液中に20 µM 
の#56-59を添加してから24 h培養後、共免疫沈降を行った。 
#56-59はSOD1-Derlin-1結合に対して阻害活性を示した一方で、SOD1ダイ
マーやDerlin-1複合体に対しては影響がみられなかった。 
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A	

青: #56-59 
黒: スペーサー(ポリエチレングリコール: PEG)とベンゾフェノン 
赤: ビオチン 

Fig. 14　	光反応性ビオチン化#56-59を用いたプルダウン実験 
光反応性官能基としてベンゾフェノンを用い、化合物の検出のためにビオチン
修飾を施した#56-59の構造式を示した。 

A	

#56-‐59	

光反応性ビオチン化#56-59	



ビオチン	Photo	
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Flag	

UV照射	

Photo	

共有結合	

Flag	
ビオチン	Photo	

B	

ビオチン	Photo	

#56-59	

光反応性ビオチン化#56-59	

ビオチン	Photo	

Photo	 : 光反応性官能基 
　ベンゾフェノン	

: スペーサー（PEG） 

C	

D	

Flag	
ビオチン	

Photo	
Photo	

抗Flag抗体で	  
免疫沈降	

抗ビオチン	  
抗体で	  
検出	  

抗Flag抗体により免疫沈降を行い、抗ビオチン抗体により標的分子を検出する。 D	

光反応性ビオチン化#56-59による標的分子同定の模式図を示した。 B	

Flag	

抗ビオチン	  
抗体で	  
検出	  

抗Flag抗体で	  
免疫沈降	

細胞内の標的分子と化合物が結合した際、UV照射により、ベンゾフェノンの近
傍に存在する標的分子との間で共有結合を形成させる。 

C	
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200	  µM 	  光反応性ビオチン化#56-59 	
①	  –	 ②	  Flag-‐SOD1	  G93A	 ③	  Derlin-‐1-‐Flag	
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E	

HEK293A細胞に各タンパク質を過剰発現させ、細胞培養液中に200 µMの
光反応性ビオチン化#56-59を添加して24 h培養した後にUV照射を行い、抗
Flag抗体により免疫沈降したところ、抗ビオチン抗体により、SOD1と同じ
分子量の位置にビオチンのシグナルが検出された。 

E	
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200	  µM 	  光反応性ビオチン化#56-59 	
①	  –	 ②	  Flag-‐SOD1	  G93A	 ③	  Flag-‐SOD1	  WT	

IB: Flag	

IP : Flag  

IB: biotin 

①	②	 ①	②	③	 ①	 ③	
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F	

F	 HEK293A細胞に各タンパク質を過剰発現させ、細胞培養液中に200 µMの
光反応性ビオチン化#56-59を添加して24 h後にUV照射を行い、抗Flag抗体
により免疫沈降したところ、抗ビオチン抗体により、SOD1 WTと比べて
SOD1 G93Aの方が強くビオチンのシグナルが検出された。 
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A	

到達回転速度40 rpm、加速時間 180 秒として設定し、最長300 秒間でロータ
ロッド試験を行い、運動機能低下に基づき定義したonsetのカプランマイヤー
曲線を示した。 
#56-59投与により、有意にonsetまでの期間が延長することが明らかとなった 
(*p < 0.05 by log-rank test and the Gehan-Breslow-Wilcoxon test）。 
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Fig. 15　	ALSモデルマウスへのSOD1-Derlin-1結合阻害化合物の持続投与
による病態改善効果の検討 

A	
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#56-59投与により、有意にonsetまでの期間が延長することが明らかとなった 
(*p < 0.05 by log-rank test and the Gehan-Breslow-Wilcoxon test、平成28年
1月8日時点）。 
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A	
野生型(WT) マウス 

SOD1 G93A トランスジェニック (Tg) マウス	

DMSO	 #56-59	

31週齢の各SOD1 G93A Tg マウス群と、34週齢のWTマウスの凍結脊髄切片
（40 µm）のニッスル染色を行い顕微鏡観察した、腰随前角における代表的な
ニッスル染色像を示した。 
SOD1 G93A Tg マウスの#56-59投与群において、DMSO投与群よりも運動神
経細胞数が多くみられた（矢印: 運動神経細胞）。 

A	

Fig. 16　	ALSモデルマウスへのSOD1-Derlin-1結合阻害化合物の持続投与
による運動神経細胞死抑制効果の検討 

 Nissl staining	

　　　anterior	  horn	  (前角)　	

dorsal	  horn	  
	  (後角)	

脊髄切片模式図	
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各マウス由来のニッスル染色切片における運動神経細胞数をカウントした結
果を示した（mean±s.e.m. ）。 
SOD1 G93A Tg マウスの#56-59投与群において、DMSO投与群よりも有意に
運動神経細胞数が多いことが分かった。 
(WT マウス: n=4; DMSO投与あるいは#56-59投与SOD1 G93A Tg マウス: 
n=8 in each group; 5 sections per each mice; *p<0.05 by Student’s t-test.) 

B	



A	

SOD1(G93A)(全長)	 SOD1(1-20)	 SOD1(1-30)	

HA	 SOD1(G93A)	 FKP  	(1-20)	 HA	 HA	 (1-30)	

Flag	 SOD1(G93A)	 FRB	 (1-20)	 HA	 Flag	 (1-30)	

myc6	 SOD1(G93A)	 Trx	 (1-20)	 HA	 myc6	 (1-30)	

GST	 SOD1(G93A)	 GST	 (1-20)	 HA	 GST	 (1-30)	

SOD1(G93A)	 HA	 myc6	 (1-20)	 HA	 (1-30)	 HA	

SOD1(G93A)	 Flag	 HA	 (1-20)	 FKP	 (1-30)	 Flag	

SOD1(G93A)	 myc6	 HA	 (1-20)	 Trx	 (1-30)	 myc6	

SOD1(G93A)	 GST	 HA	 (1-20)	 GST	 (1-30)	 GST	

HA	 (1-20)	 myc6	 SOD1(1-40)	

FKP	 (1-20)	 Flag	 HA	 (1-40)	

FRB	 (1-20)	 Flag	 Flag	 (1-40)	

Trx	 (1-20)	 Flag	 myc6	 (1-40)	

GST	 (1-20)	 Flag	 GST	 (1-40)	

myc6	 (1-20)	 Flag	 (1-40)	 HA	

Flag	 (1-20)	 FKP	 (1-40)	 Flag	

Flag	 (1-20)	 Trx	 (1-40)	 myc6	

Flag	 (1-20)	 GST	 (1-40)	 GST	

Flag	 (1-20)	 myc6	 SOD1(1-50)	

HA	 (1-50)	

Flag	 (1-50)	

myc6	 (1-50)	

GST	 (1-50)	

(1-50)	 HA	

(1-50)	 Flag	

(1-50)	 myc6	

(1-50)	 GST	

作製したSOD1側の様々な発現ベクター（赤字：タグとして使用、青
字：分子量を確保するため使用、SOD1(1-20): SOD1の1-20アミノ酸
残基、SOD1(1-30): SOD1の1-30アミノ酸残基、SOD1(1-40): SOD1の
1-40アミノ酸残基、SOD1(1-50): SOD1の1-50アミノ酸残基）を示し
た。	 
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A	

Table 1　 	



Derlin-1(全長) 	 Derlin-1(CT4)	

Derlin-1	 HA	 FKP	 CT4	 HA	

Derlin-1	 Flag	 FRB	 CT4	 HA	

Derlin-1	 myc6	 Trx	 CT4	 HA	

Derlin-1	 GST	 GST	 CT4	 HA	

myc6	 CT4	 HA	

Derlin-1(CT1)	 HA	 CT4	 FKP	

HA	 CT1	 HA	 CT4	 Trx	

Flag	 CT1	 HA	 CT4	 GST	

myc6	 CT1	 HA	 CT4	 myc6	

GST	 CT1	 FKP	 CT4	 Flag	

CT1	 HA	 FRB	 CT4	 Flag	

CT1	 Flag	 Trx	 CT4	 Flag	

CT1	 myc6	 GST	 CT4	 Flag	

CT1	 GST	 myc6	 CT4	 Flag	

Flag	 CT4	 FKP	

Flag	 CT4	 Trx	

Flag	 CT4	 GST	

Flag	 CT4	 myc6	

ドナー 
anti-FLAG-Eu 

anti-HA-Eu 
anti-GST-Eu 
anti-Myc-Eu 

アクセプター 
anti-FLAG-d2 

anti-HA-d2 
anti-GST-d2 
anti-Myc-d2 

B	

C	

B	 作製したDerlin-1側の様々な発現ベクター（赤字：タグとして使用、
青字：分子量を確保するため使用、CT1：CT4領域を含むC末端64
アミノ酸）を示した。 

C	 使用した抗体の種類を示した。	 
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A	

Table 2　 	

精製SOD1-Derlin-1複合体に対する結合阻害活性評価 

活性値 
（スコア）	 精製SOD1-Derlin-1複合体に対する結合阻害活性評価 

2 #56よりも高い阻害効果がみられたもの	

1 #56と同程度あるいはそれ以下の阻害効果がみられたもの	

0 阻害効果がないもの	

→上記スコアが2だった化合物について、IC50を算出	

A	 #56と#56-1から#56-4までの結果を示した。	 

共免疫沈降実験によって、精製SOD1-Derlin-1複合体に対する結合阻害活性
の評価を行った市販の#56類似化合物についてまとめた。 
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精製SOD1-Derlin-1複合体に対する結合阻害活性評価 B	

B	 #56-5から#56-11までの結果を示した。	 
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精製SOD1-Derlin-1複合体に対する結合阻害活性評価 C	

C	 #56-12から#56-18までの結果を示した。	 
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精製SOD1-Derlin-1複合体に対する結合阻害活性評価 D	

D	 #56-19から#56-25までの結果を示した。	 
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精製SOD1-Derlin-1複合体に対する結合阻害活性評価 E	

E	 #56-26から#56-32までの結果を示した。	 
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精製SOD1-Derlin-1複合体に対する結合阻害活性評価 F	

F	 #56-33から#56-37までの結果を示した。	 


