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１．治療抵抗性統合失調症の克服を目指した創薬スクリーニングモデルの開発 

吾郷 由希夫  
（広島大学 大学院医系科学研究科 細胞分子薬理学） 

 

 

【背景・目的】 

近年、ヒト 7 番染色体(7q36.3)遺伝子座における微細重複が、統合失調症や自閉スペ

クトラム症と高いオッズ比で関連することが報告された 1,2)。この遺伝子座における全

ての重複は、VPAC2 受容体をコードする VIPR2 遺伝子とオーバーラップ、または上流

89 kb 以内に位置していた。さらに、重複をもつ患者の培養リンパ球では、VIPR2 mRNA

の発現と VPAC2 受容体アゴニストに対する反応性(セカンドメッセンジャーである

cAMP の産生)が増加しており、VPAC2 受容体の発現増加と機能亢進が認められている。

これは、VPAC2 受容体からの過剰なシグナルが病態発症に関与していることを示唆し

ており、7q36.3 微細領域のコピー数多型(copy number variant: CNV)の性質を具体的

に示すものである。そのため、VIPR2 遺伝子の重複による影響を解析することは、精神

疾患の発症機序を、分子・細胞・回路・個体の各レベルで解明できる可能性がある。 

VPAC2 受容体は、血管作動性腸管ペプチド(vasoactive intestinal peptide: VIP)と下

垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド (pituitary adenylate cyclase-

activating polypeptide: PACAP)に共通する受容体として知られている。マウスの脳に

おいて、VPAC2 受容体は出生後 1 週間程度から発現がみられ、出生 2 週間後をピーク

に大きく増加した後、成熟に伴い発現量が低下していく 3)。これまでに我々は、選択的

VPAC2 受容体アゴニストである Ro25-1553 を出生後発育早期に投与したマウスが、成

熟後に認知機能障害や感覚情報処理機能障害、無快感症といった行動異常を示すこと 4)、

そして前頭前皮質の神経細胞の樹状突起の発達不全といった神経形態学的異常を示す

ことを明らかにしてきた。またこれらの異常が、非定型抗精神病薬であるクロザピンの

慢性投与によって改善されることを見いだした。クロザピンは、治療抵抗性統合失調症

に対して適応が認められている世界で唯一の薬剤であるが、その作用機序の詳細は不明

である。また、無顆粒球症等の重篤な副作用をもたらす危険性があること等から、クロ

ザピンに替わる新たな治療薬の開発が期待されている。本研究では、ゲノム CNV に着

目した治療抵抗性統合失調症治療薬創製のための in vitro スクリーニングモデルの開

発を目指して、マウス初代培養神経細胞を用いた神経形態学的解析を実施した。 

 

【結果・考察】 

マウス大脳皮質由来の初代培養神経細胞において、選択的 VPAC2 受容体アゴニスト

Ro25-1553 が、軸索および樹状突起の伸長の遅延、樹状突起数の減少といった神経細胞

の成熟不全を引き起こすことを見出した(図 1A, B)。本作用は、VPAC2 受容体アンタゴ
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ニスト PG99-465 の共処置あるいは VPAC2 受容体欠損マウスで消失した(図 1C, D)。

また、PKA 阻害薬である H89 の共処置によって Ro25-1553 の作用は消失したが、PKC

阻害薬 GF109203X および MEK 阻害薬 U0126 の共処置は影響を与えなかった。この

ような条件下、クロザピンは VPAC2 受容体活性化による cAMP の産生には直接影響

を与えず(図 2A)、神経細胞の成熟不全を抑制した(図 2B)。一方、他の抗精神病薬であ

るアリピプラゾールやハロペリドールは、VPAC2 受容体活性化による神経突起伸展の

障害に影響を与えなかった。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 Effects of Ro25-1553 on 
dendritic morphology in primary 
cortical neurons. (A) 
Representative pNF- and MAP2-
immunostained images of primary 
cultured cortical neurons. 
Primary cortical neurons were 
cultured with Ro25-1553 (10 nM) 
for 3 days in vitro (DIV) and 
double-immunostained for pNF 
(red) and MAP2 (green). (B) 
Quantification of morphological 
changes. Total numbers of 
dendrites and total dendritic 
length were measured. (C) Effects 
of Ro25-1553 on dendritic 
morphology in primary cortical 
neurons from VPAC2 receptor-
deficient mice. (D) Effects of 
PG99-465 on Ro25-1553-induced 
decreases in dendritic outgrowth. 
Data are expressed as the mean ± 
SEM (n = 40–60 cells). **P < 0.01, 
compared with control at 3 DIV. 
##P < 0.01, ††P < 0.01, compared 
with control at 7, 14 DIV, 
respectively. ‡‡P < 0.01, compared 
with wild-type/control, $$P < 0.01, 
compared with wild-type/Ro25-
1553. ΧΧP < 0.01, compared with 
control, ΨΨP < 0.01, compared 
with vehicle/ Ro25-1553 at 3 DIV. 
 

－2－



 
Fig. 2 Effects of clozapine on Ro25-1553-induced impairment of dendritic outgrowth in cultured cortical 
neurons. (A) Effects of Ro25-1553 and clozapine on intracellular cAMP levels in the VPAC2 receptor-
overexpressed HEK293T cells. Data are expressed as the mean ± SEM (n = 3 wells). **P < 0.01, 
compared with control. (B) Total numbers of dendrites and total dendritic length of primary cortical 
neurons were measured at 3 days in vitro. Clozapine (1, 3 μM) was treated 30 min before the treatment 
with Ro25-1553 (10 nM). Data are expressed as the mean ± SEM (n = 40 cells). **P < 0.01, compared 
with control, †P < 0.05, ††P < 0.01, compared with Ro25-1553 alone. 

 

本研究により、VPAC2 受容体過活性化による in vivo での神経形態学的異常とクロ

ザピンの有効性を含む薬物応答性を、in vitro の初代培養神経細胞実験系で再現するこ

とができた 5)。今後、本評価系を用いたスクリーニングにより見いだされる候補化合物

の in vivo での有効性を検証し、ドラッグリポジショニングを含めた新たな創薬へ展開

したいと考えている。 
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２．セロトニン 5-HT2A 受容体刺激を介した抗うつ作用における神経ネットワー

クおよび抗うつ関連分子の探索 

衣斐 大祐 
（名城大学薬学部 薬品作用学研究室） 

 

【⽬的】 
うつ病患者の約 30%が、難治性うつ病である。最近、幻覚薬のシロシビンなどセロト

ニン 5-HT2A 受容体（5-HT2A）刺激薬が難治性うつ病に対し、治療効果を⽰すことが報
告され（Carhart-Harris et al., 2016）、⽶国 FDA はシロシビンがうつ病治療のブレイク
スルーになり得ると発表した（Nutt et al., 2020）。しかし、5-HT2A 刺激薬による抗う
つ作⽤の分⼦・神経機構は分かっていない。本研究では、5-HT2A 刺激による抗うつ作
⽤に関する分⼦・神経基盤を解明することを⽬的とする。 

 
【対象・⽅法】 
 5-HT2A の選択的刺激薬としては、シロシン（シロシビンの活性代謝物）および DOI
を、5-HT2A 拮抗薬としては、ボリナンセリンを、それぞれ⽤いた。マウスのうつ様⾏
動を調べるために強制⽔泳試験（FST）とショ糖飲⽔嗜好性試験を、不安様⾏動を調べ
るために新奇環境下摂⾷抑制試験を、それぞれ⾏った。活性化脳領域を調べるために、
神経活性の指標である c-Fos タンパクの染⾊を各脳領域において⾏った。さらに 5-
HT2A 遺伝⼦（Htr2a）の発現を調べるために In Situ Hybridization 法を⽤いた。Htr2a
のノックダウン（KD）のため
に Htr2a-shRNA を⽤いた。 
 
【結果】 
 マウスにシロシンおよび
DOI を投与し、FST を⾏った
ところ、うつ様⾏動の指標で
ある無動時間が短縮した。さ
らに、抗うつ様作⽤に関連す
る脳領域を c-Fos 染⾊により
調べたところ、5-HT2A刺激薬
投与は、外側中隔核（LS）の
c-Fos 陽性細胞数を有意に増
加させていた（図 1）。これら
5-HT2A刺激薬の作⽤は、ボリ
ナンセリン前処置により抑制
された（図 1）。また 5-HT2A
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刺激薬により増加する LS の c-Fos 陽性細胞は Htr2a 陽性 GABA 神経であることが分
かった（図 2）。そこで LS の Htr2a を KD したところ、DOI による FST での無動時間
の短縮は認められなかった。 
 うつ病患者では HPA 軸の異常によって、⾎中の糖質コルチコイド濃度が⾼い状態で
維持される。マウスに糖質コルチコイド（コルチコステロン，CORT）を投与するとう
つ様⾏動を⽰すため、うつ病モデルとして使われている。CORT 投与マウスで認められ
るうつ様・不安様⾏動および LS における c-Fos 陽性細胞数の低下が DOI 投与により
コントロールレベルまで改善した。 
 
【考察】 
 本結果から 5-HT2A 刺激薬は LS の GABA 神経の 5-HT2A を刺激することで抗うつ
作⽤を発揮することが考えられる。今後は、LS の GABA 神経が関わる神経回路を明ら
かにし、さらに抗うつ⾏動との関係を調べる。加えて、LS における抗うつ作⽤に関わ
る分⼦を同定し、5-HT2A 刺激による抗うつ作⽤に関わる分⼦・神経基盤を解明してい
きたい。 
 
【引⽤⽂献】 
Carhart-Harris RL, Bolstridge M, Rucker J, Day CM, Erritzoe D, Kaelen M, Bloomfield 
M, Rickard JA, Forbes B, Feilding A, Taylor D, Pilling S, Curran VH, Nutt DJ. Psilocybin 
with psychological support for treatment-resistant depression: an open-label 
feasibility study. Lancet Psychiatry (2016) 7:619-627. 
 
Nutt D, Erritzoe D, Carhart-Harris R. Psychedelic psychiatry's brave new world. Cell 
(2020) 181:24-28. 
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３．血管内皮細胞のアミノ酸取り込み阻害による腫瘍血管新生の抑制 

大垣  隆一 

（大阪大学大学院医学系研究科 生体システム薬理学） 

 

【背景と目的】 

 LAT1（L-type amino acid transporter 1）は、必須アミノ酸を選択的に輸送するトランスポー

ターである。その発現は、由来臓器によらず多くの癌種において顕著に亢進し、腫瘍成長や

悪性化に寄与する「腫瘍細胞型アミノ酸トランスポーター」として知られている。そのため、

悪性腫瘍治療薬としての選択的阻害薬の開発が進められてきた（文献 1-3）。我々は最近、膵

管癌の病理組織や、免疫不全マウスにヒト癌由来細胞株を移植したゼノグラフト腫瘍組織

において、LAT1 が腫瘍細胞のみならず血管内皮細胞にも高発現していることを見出した。

また、内皮細胞初代培養を用いた in vitro 血管新生アッセイ（管腔形成・浸潤・遊走アッセ

イ）や、ex/in vivo 血管新生アッセイ（大動脈リングアッセイ・マトリゲルプラグアッセイ）

において、LAT1 阻害薬および遺伝子ノックダウン、あるいは血管内皮特異的 LAT1 遺伝子

欠損による顕著な抑制作用を確認した。腫瘍組織の血管内皮細胞では LAT1 の発現が亢進し

ており、必須アミノ酸取り込みを介して血管新生を促進し、癌の増殖や悪性化に寄与してい

るものと考えられる。本研究は、「血管内皮細胞の LAT1 を標的として得られる抗血管新生

作用を機序とした抗腫瘍効果の実証」と、「腫瘍組織の血管内皮細胞における LAT1 の発現

亢進の機序の解明」を目的として実施した。 

 

【方法と結果】 

１．血管内皮細胞の LAT1 を標的とした腫瘍血管新生抑制効果の実証  

 免疫不全マウス

の皮下に膵癌由来

MIA PaCa-2 細胞

を移植してゼノグ

ラフト腫瘍を作製

し、LAT1 阻害薬

JPH203 の静脈投

与により血管新生

への影響を検証し

た。その結果、投与

群では非投与群に

比べて顕著に腫瘍増大が抑制され、また腫瘍組織内血管の密度も大きく減少した（図 1）。

さらに、血管内皮特異的 LAT1 遺伝子欠損マウスの皮下にマウスメラノーマ B16-F10 細胞を

移植して作製した同種同所移植腫瘍モデルにおいても、腫瘍増大が有意に抑制され、また腫
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瘍組織内の血管密度が半減した。（図 2）。以上より、血管内皮細胞に発現する LAT1 を標的

として、腫瘍内血管形成の抑制を機序とする抗腫瘍効果が得られることが示された。 

 

２．血管内皮細胞の増殖およびタンパク質翻訳制御における LAT1 の重要性 

 LAT1 阻 害 薬

JPH203 および遺伝

子ノックダウンは、

血管内皮モデルの

ヒト臍帯静脈内皮

HUVEC 細胞の増殖

能を顕著に抑制し

た（図 3）。このとき、

アミノ酸量に応じ

て翻訳を正に制御

する mTORC1 経路の細胞内リン酸化シグナル（文献 4）は抑制され、またアミノ酸欠乏時

に翻訳を負に制御する GAAC 経路（文献 5,6）が活性化していた（図 4）。以上により、LAT1

を介したアミノ酸輸送は血管内皮細胞におけるタンパク質翻訳活性と細胞増殖に極めて重
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要であることが示された。またこの他にも、比較定量リン酸化プロテオミクス解析を実施し、

LAT1 が制御している可能性が高い因子群を見出しており、その機能解析を引き続き進行さ

せている。 

 

３．腫瘍血管内皮細胞における LAT1 発現誘導の機序の解明 

 HUVEC 細胞を膵癌由来 T3M-4 細胞株の培養上清（条件培地）で処理したところ、LAT1 

mRNA の発現量が有意に上昇した。腫瘍細胞から分泌された血管新生促進因子によって、

LAT1 の発現が誘導されることが示唆されたため、HUVEC 細胞を VEGF-A および FGF-2 で

刺激した。その結果、それぞれの単独刺激による LAT1 mRNA の発現上昇に加えて、共刺激

による相加的な発現誘導効果が見られた（図 5）。また、VEGF-A と FGF-2 の共刺激による

LAT1 の発現誘導は、タンパク質レベルでも確認された（図 5）。 

 

【まとめと考察】 

 以上の結果は、腫瘍血管内皮細胞に発現する必須アミノ酸トランスポーターLAT1 の病的

な血管新生への寄与を示すものであり、LAT1 を抗血管新生療法における新規分子標的候補

として意義付けるものである。その機序として、LAT1 を介したアミノ酸取込みが血管内皮

細胞の増殖およびタンパク質合成の制御に必須であることを示した。これまで明らかにし

てきた、血管新生促進因子 VEGF-A 依存的な遊走、浸潤、管腔形成といった血管新生関連

の細胞機能のみならず、血管内皮細胞における LAT1 の多様かつ重要な機能が明らかになっ

た。また、LAT1 の発現は VEGF-A や FGF-2 の刺激により上昇したことから、実際の腫瘍組

織では近傍の腫瘍細胞から分泌されるこれらの血管新生促進因子が、血管内皮細胞の LAT1

の発現亢進に寄与しているものと考えられる。これまでに得ていた知見と本研究の成果を

統合して学術論文を作成し、腫瘍関連分野の国際誌において報告した（文献 7）。 

 本研究の成果は、将来的に LAT1 を標的とした新たな抗血管新生療法の提唱にも繋がり得

るものである。また、腫瘍組織を構成する「腫瘍細胞」と「血管内皮細胞」という、2 つの

異なる細胞集団における LAT1 の重要性が実証された。開発中の LAT1 選択的阻害薬は、「腫
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瘍細胞のアミノ酸取り込み遮断による増殖抑制効果」と、「血管内皮細胞の LAT1 を標的と

した腫瘍血管新生抑制作用」というユニークな 2 つの作用機序を併せ持つ悪性腫瘍治療薬

として期待される。 
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４．細胞外ミスフォールドタンパク質の効率的な除去を可能にするエンド 

サイトーシス誘導薬の探索と筋萎縮性側索硬化症への治療応用 

徳田 栄一 

（日本大学薬学部 臨床医学研究室） 

 

背景・目的 

Superoxide dismutase-1（SOD1）は構造的に安定な抗酸化酵素である。しかし、SOD1

は筋萎縮性側索硬化症（ALS）の運動神経内で構造異常型（ミスフォールド体）として

蓄積しており、神経変性の原因と指摘されている[1]。近年、ミスフォールド SOD1 は細

胞間を伝播することが判明し、この細胞間伝播の概念は ALS 病態形成の理解を飛躍さ

せると大きな期待を集めている。研究代表者は、細胞外に存在し細胞間を伝播するミス

フォールド SOD1 が運動神経死を誘発することを報告した[2]。この知見に基づき「ミス

フォールド SOD1 を細胞外環境から除去できれば、運動神経に対する毒性を軽減できる

のではないか?」と考えた。エンドサイトーシスは、細胞外物質を細胞内に取り込むこ

とで、細胞外環境の恒常性を維持する膜輸送システムである。実際、研究代表者は、エ

ンドサイトーシス受容体 LRP（LDL receptor related protein）が細胞外ミスフォールド

SOD1 と相互作用することを見出している（未発表データ）。 

本研究では、運動神経に発現する LRP を薬理学的に誘導し、エンドサイトーシス機

能を高めることで、細胞外ミスフォールド SOD1 の細胞内移行が亢進するか、その結果、

ミスフォールド SOD1 の神経毒性が軽減するか、細胞レベルでの解明を目的とした。 

 

研究成果 

①LRP 発現量を迅速かつ簡便に定量できる In-Cell ELISA の開発 

運動神経モデル細胞 NSC-34 に発現する LRP を誘導する化合物を探索するため、ス

クリーニング系の開発を行った。本研究では In-Cell ELISA に着目した。In-Cell ELISA

は、ウェル内で培養した細胞に抗体を直接反応させ、細胞に発現する標的タンパク質を

定量する方法である。従来の ELISA と異なり、In-Cell ELISA では、細胞からのタンパ

ク質抽出や抗体のウェルへの固相化を必要としない。このため、In-Cell ELISA は標的タ

ンパク質を迅速かつ簡便に定量できる。まず、In-Cell ELISA の精度と再現度を算出し

た。その結果、変動係数 CV が 5.5%（バラツキの指標、10%未満で良好）、S/B 比が 4.3

（検出感度の指標、3.0 以上で良好）、Z’値が 0.85（再現性の指標、0.5 以上で良好）と、

いずれも基準値を満たしており、本法の高い精度と再現性が確認できた（図 A）。また、

siRNA で NSC-34 の Lrp をノックダウンすると、In-Cell ELISA のシグナルが減少したこ

とから、本法の特異性を裏付けることもできた（図 B）。 
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②LRP 発現量を増加させる低分子化合物の探索 

 構築した In-Cell ELISA を駆使して、NSC-34 の LRP を誘導する化合物を探索し、複

数の候補を見出すことができた。その中で「化合物 A」が最も有望であった（未発表デ

ータのため、化合物の詳細は非公表）。化合物 A の LRP 誘導における作用時間および作用

濃度依存的な効果を In-Cell ELISA で検討したところ「1 M の化合物 A を 48 時間、

NSC-34 に作用させると最も LRP を誘導する」ことが判明した（図 C, D）。 

 

③LRP によるミスフォールド SOD1 の細胞内取込みと細胞生存率 

 化合物 A が LRP を最も誘導する実験条件で、NSC-34 の LRP を増加させ、細胞外か

らミスフォールド SOD1 を曝露し、ミスフォールド SOD1 の細胞内移行量を In-Cell 

ELISA で測定した。その結果、溶媒コントロール DMSO と比較して、化合物 A で LRP

を誘導した NSC-34 ではミスフォールド SOD1 の細胞内移行が有意に増加した（図 E）。

この細胞の生存率を CCK-8 アッセイで測定したところ、当初の予想とは異なり、細胞

死が増強する結果が得られた（図 F）。 
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図 ミスフォールド SOD1 の細胞内移行により誘発される神経細胞死 

(A) In-Cell ELISA の精度・再現度の確認。ブランクには培養メディウムのみを添加した。(B) Lrp

または scramble siRNA で処理した NSC-34 の LRP 量。(C) 化合物 A が誘導する LRP 発現量の経

時的変化。(D) 化合物 A の濃度依存的な LRP 誘導量の変化。(E) ミスフォールド SOD1 の細胞

内移行量。(E) フォールドまたはミスフォールド SOD1 を曝露した NSC-34 の細胞生存率。図 A

以外のすべての結果は平均値 ± 標準偏差で表記した。**P<0.01。 

 

まとめ・今後の展望 

 本研究では、運動神経モデル NSC-34 に発現する LRP を高感度で検出可能な In-Cell 

ELISA 法の開発に成功した。この系を用いて、NSC-34 の LRP を誘導する化合物 A を

同定することができた。化合物 A による LRP の増加により、細胞外ミスフォールド

SOD1 を効率的に細胞外環境から除去することができたが、細胞内に移行したミスフォ

ールド SOD1 は強い神経毒性を示すことが判明した。今後は、細胞内に侵入したミスフ

ォールド SOD1 の細胞内動態を詳細に検討し、ミスフォールド SOD1 がどのように細胞

死を誘発するか、その分子機構を明らかにする予定である。 
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５．⾻格筋萎縮治療法開発に向けた p38MAP キナーゼ活性の動的挙動の可視
化研究 

      冨⽥ 太⼀郎 
（東邦⼤学医学部 ⽣理学講座 統合⽣理学分野） 

 
研究背景および⽬的  
 筋⾁量を維持することは種々の疾患の予後改善や延命とも密接に関わるが、加齢や
慢性炎症、がんサルコペニア等により引き起こされる筋萎縮に対する効果的な対処法
はほとんどなく、その治療や創薬シーズにつながる基礎的な筋形成メカニズムの理解
が必要な状況である（⽂献１）。 
 筋芽細胞は筋組織に細胞融合することによって筋繊維の形成および再⽣に働く。近
年、細胞融合過程を担う分⼦として、Myomaker および Myomerger/Minion という２
つの膜タンパク質の存在が明らかとなり、筋再⽣の鍵分⼦として注⽬されている。我々
は先⾏研究においてストレス応答キナーゼの p38MAPK 活性依存的に Myomerger の
遺伝⼦発現が⽣じて細胞融合が⽣じることを⾒出していた。p38MAPK は筋分化に必
須であることが知られるが、その⼀⽅で、炎症や細胞ストレスの刺激による筋萎縮の
誘導にも関与しており、このキナーゼが筋の形成と萎縮の相反する作⽤をもつ理由は
明らかになっていない。そこで、本研究では⾻格筋細胞の p38MAPK 活性化の動的な
挙動を新規の可視化⼿法により解明し、炎症性サイトカインによる筋細胞の分化制御
メカニズムを明らかにすることを⽬的とした。 
 
研究結果および考察 
 まず、先⾏研究で作成した FRET 型 p38MAPK 活性レポータを基にして(⽂献２、
３)、より量⼦収率の⾼い蛍光タンパク質 Turquoise と YPet を有する新たな FRET 型
コンストラクトを構築した。内部のアミノ酸配列を最適化することにより p38 活性依
存的な FRET ratio 変化の⼤きいコンストラクトを得た。 
 次に、このコンストラクトをマウス筋芽細胞由来培養細胞の C2C12 に導⼊し、炎症

性サイトカイ
ン刺激に対す
る p38MAPK
活性化動態を
解析した。遺
伝⼦導⼊後に
ウマ⾎清を含
む分化培地を
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胞を作製し、FRET イメージングにより p38MAPK 活性を定量した(図１)。その結果、
IL-1β刺激により筋管細胞の p38MAPK 活性が⼀過的に上昇したが、持続的に IL-1β
を処置しても活性は２時間後には緩やかに刺激前のレベルにまで戻ることが⽰された。
⼀⽅で、TNFαでは p38MAPK 活性の増⼤は認められなかった。 
 炎症性サイトカイン存在下で C2C12 細胞を分化させると、TNF-α存在下では
Myomaker および Myomerger の２つの細胞融合因⼦の mRNA 発現上昇が抑制される

こ と が 明 ら か と な っ
た（図２）。このとき、
同 時 に 筋 特 異 的 転 写
因⼦ myogenin の発現
も 抑 制 さ れ て お り 、
TNF-αは筋分化制御
因 ⼦ の 抑 制 に よ っ て
細 胞 融 合 過 程 を 抑 制
す る 可 能 性 が ⽰ 唆 さ
れた。⼀⽅で、IL-1β
および IL-6 の場合に

は有意な mRNA の抑制は認められなかった。 
 
 細胞融合因⼦の有無がその後の筋細胞の興奮収縮連関の形成にどのように関連する
の か は 明 ら か で な い 。 そ こ で 、 CRISPR-Cas9 に よ り 細 胞 融 合 因 ⼦ の
Myomerger/Minion の遺伝⼦（gm7325）をノックアウトさせた C2C12 由来株を⽤い
て分化誘導に伴う mRNA の変化を qRT-PCR 法で定量解析した(図３)。その結果、
myomerger-KO 株では、⾻格筋細胞の興奮収縮連関を担う電位依存性カルシウムチャ
ネルの主サブユニット cacna1s (Cav1.1) の発現が分化 4 ⽇⽬および 6 ⽇⽬において⼤

きく抑制されることが明らかと
なった。⼀⽅で、結合膜構造の形
成を担う jph2 (Junctophilin-2)の
発現については、野⽣株と KO 株
との間に顕著な差は認められな
かった。これらの結果から、細胞
融合過程の有無はイオンチャネ
ルの発現制御により興奮収縮連
関に影響を与える可能性が⽰唆
された。 
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結語 
 本研究により、IL-1βと TNF-αの刺激では、筋管細胞における p38MAPK の応答
が異なること、また、炎症性サイトカインによる細胞融合因⼦の抑制が単に筋管形成
を抑制するだけでなく、さらに、その後の筋の興奮収縮連関の制御にまで及ぶ可能性
が⾒出された。 
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６．虚血性疾患治療を目指したネクローシス型細胞死抑制剤の開発研究 

闐闐 孝介 

（理化学研究所 開拓研究本部 袖岡有機合成化学研究室） 

 

【背景・目的】 

 細胞死は生体の維持に必須であり、中でもアポトーシスは生体内で不必要な細胞を除去

するための「プログラム細胞死」の代表として盛んに研究されてきた。一方で細胞の膨潤・

破裂という形態変化で識別され、アポトーシスとは対極で偶発的・受動的な細胞死と考えら

れてきたネクローシス（壊死）が、近年新たなプログラム細胞死として認識されるようにな

った。最近の研究ではネクローシス型のプログラム細胞死にも様々な種類が存在し

（Necroptosis、Pyroptosis、Ferroptosis、NETosis など）、それぞれが異なる制御機構を持つこ

とも明らかとなっている。その詳細な分子機構や生体内での役割に関しては不明な点がま

だ数多く残されているが、虚血性疾患（心筋梗塞、脳梗塞など）においては障害部位でネク

ローシスが多く観察され、その病態悪化に関与することが推定されている。 

 このような背景で我々はアポトーシス研究が中心であった頃から、世界に先駆けてネク

ローシス阻害剤の開発を開始し、酸化ストレスで誘導されるネクローシスに対して抑制効

果を示す indolylmaleimide（IM）化合物 IM-54 の開発に成功している（図１）。さらに水溶

性の高い誘導体 IM-17 がラット虚血性心疾患モデルにて保護効果を示し、不整脈による突

然死を完全に抑制することも報告した（図１）。このことは IM 化合物が阻害するネクロー

シスが虚血性疾患に関連し、その阻害が治療法へとつながることを示唆している。 

 

 そこで本研究では、IM 化合物の虚血性疾患への応用をさらに進めるべく、より高活性な

誘導体の開発を目指して構造展開を行う。さらに、数多く存在するネクローシス型のプログ

ラム細胞死に対して IM 化合物の抑制効果を検証することで、虚血性疾患の治療において標

的となりうるネクローシスを特定し、虚血性疾患治療に向けた創薬標的の同定や新たな阻

害剤の探索を目指す。 
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【結果と考察】 

様々な疾患モデルに適用可能な IM 化合物の開発 

 ラット疾患モデルで保護作用を示した誘導体 IM-17 は水溶性が高く動物への投与が容易

であったが、そのネクローシス抑制活性は低いものであった。そこで、より広範な虚血性疾

患モデルを検討することを目指し、高いネクローシス抑制活性と水溶性を兼ね備えた誘導

体の開発を計画した。 

 まず IM 化合物の構造のうち、マレ

イミド環窒素上の置換基（図２：青色

で表示）およびアミノアルキル基（図

２：赤色で表示）の２ヶ所に関して

種々構造を変換し、40 種類以上の誘

導体を合成した。その後、ヒト白血病

細胞 HL-60 を 100 µM の過酸化水素

で処理した際に誘導されるネクロー

シスに対する抑制活性を評価した

（図２）。その結果、マレイミド環窒

素の置換基ではイソプロピル基が、アルキルアミノ基の部分ではジメチルアミノプロピル

基が良好なネクローシス抑制活性を示すことが分かった。そこで双方の置換基を持つ IM-93

を合成し、その活性を評価したところ IM-17 に

比べて高いネクローシス抑制活性を示すこと

がわかると共に、その塩酸塩は非常に高い水溶

性を持つことも明らかとなった（図３）。この

ことは IM-93 が IM-17 よりも優れ、虚血性疾

患へと適用可能なことを示唆している。 

 

IM 化合物が抑制するネクローシスの特定 

 一般的に個体レベルの組織観察ではその形態変化からネクローシスを識別することはで

きるが、様々なタイプのネクローシスのどれが起きているのかを特定することは困難であ

る。一方で IM-17 の保護効果から、IM 化合物が抑制するネクローシスは虚血性疾患と強い

関連性があると考えられる。そこで培養細胞で様々なタイプのネクローシスを選択的に誘

導し、それぞれに対する IM 化合物の抑制効果を確認し、どのタイプのネクローシスに IM

化合物が効果を示すかを明らかにすることにした。 
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 これまでに報告されているネクローシス型の細胞死の主なものとして Necroptosis、 

Pyroptosis、Ferroptosis、NETosis の４つの細胞死に関して、ぞれぞれ異なる細胞株・刺激剤

を組み合わせて誘導し、IM-93 の抑制効果を調べた。Necroptosis に関してはヒト T 細胞株

Jurkat に対して Fas リガンド（FasL）、カスパーゼ阻害剤 Z-VAD、シクロヘキシミド（CHX）

を処理することで誘導し、Necroptosis 阻害剤である Nec-1 が抑制効果を示すことを確認し

た（図４A）。Pyroptosis に関してはヒト単球細胞株 THP-1 を黄色ブドウ球菌（S. aureus）ま

たは緑膿菌（P. aeruginosa）に感染させることで誘導し、Pyroptosis 阻害剤として知られる

CA-074Me で抑制効果が示されることを確認した（図４B、C）。これらの細胞死に対して IM-

93 を処理したところ、いずれも抑制効果を示さないことが明らかとなった（図４）。 

 

 さらに NIH3T3 細胞に Ferroptosis 誘導剤 Erastin を処理することで Ferroptosis を、ヒト好

中球に Phorbol 12-Myristate 13-Acetate（PMA）を処理することで NETosis を誘導し、同様に

IM-93 の抑制効果を検証した（図５）。Ferroptosis に対しては Ferroptosis 阻害剤である Fer-

1 および鉄キレーターDFO が抑制効果を示す一方で、IM-93 も抑制効果を示した（図５A）。

さらに NETosis に対しても同様に IM-93 が抑制効果を示すことがわかった（図５B）。 
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 以上の結果から、IM 化合物は２つのタイプのネクローシスをどちらも抑制することで虚

血性疾患に効果を持つことが示唆された。今後 IM 化合物の標的分子を明らかにすること

で、虚血性疾患の治療に貢献することを目指したい。 
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７．STING 経路を介する自己炎症性疾患治療標的の探索 

向井 康治朗 

（東北大学 大学院生命科学研究科 細胞小器官疾患学分野） 

 

［背景と目的］ 

自然免疫は先天的に備わっている、異物を排除

するための応答機構である。近年、ウイルスの感

染や核・ミトコンドリア膜の傷害によって細胞質に

漏出した DNA が異物として認識され、STING 経

路の活性化を介して IFNβ などの I 型インターフェ

ロンを誘導することが明らかになった。また、この

STING 経路の恒常的な活性化は systemic lupus 

erythematosus (SLE)、Aicardi–Goutières syndrome 

(AGS) 、 stimulator of IFN genes-associated 

vasculopathy with onset in infancy (SAVI)などの I

型インターフェロノパチーと呼ばれる自己炎症性

疾患を引き起こすことが示唆されている。 

 我々はこれまでに細胞内での STING の活性化

機構を解析し、DNA 刺激依存的に STING が小

胞体からゴルジ体へと輸送され、ゴルジ体で STING の Cys88,91 がパルミトイル化されることが

下流シグナルの活性化に必要であることを発見した (Mukai et al., Nat Commun, 2016)（右上

図）。さらに最近、我々のグループ (Hansen et al., PNAS, 2018)、及びスイスのグループ (Haag 

et al., Nature, 2018) から、STING の Cys88,91 に選択的に共有結合することでパルミトイル化

を抑制する低分子が同定され、STING のパルミトイル化が創薬標的となる可能性が示唆され

た。しかし、膜タンパク質である STING がパルミトイル化されることで、なぜ STING 経路が活

性化されるのか、その分子機構は明らかとなっていない。 

 そこで本研究では、パルミトイル化された STING が下流シグナルを活性化する分子機構を

明らかにすることで、新しい自己炎症性疾患の治療戦略を提案することを目的とした。 

 

［結果・考察］ 

細胞膜においては、パルミトイル化されたタンパク質がスフィンゴミエリンとコレステロールで構

成される脂質ドメイン（脂質ラフト）上で会合することが知られている。そこで、ゴルジ体のスフィ

ンゴミエリンの脂肪酸組成を変化させることが報告されている C6-セラミド処理をした所、

STING の活性化が劇的に抑制されることを見出した（Mukai et al., Nat Commun, 2016）。このこ

とから、パルミトイル化された STING はゴルジ体の脂質ラフト様膜ドメインでクラスタリングして
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下流シグナルを活性化している

可能性がある。そこで本研究で

は、野生型 STING の DNA 刺

激依存的な活性化に、ゴルジ体

のスフィンゴミエリン及びコレス

テロールが必要であるかを、ゴ

ルジ体に局在するスフィンゴミエ

リン代謝酵素（SMS1）及びコレ

ステロール輸送タンパク質（OSBP）の阻害剤を用いて検証した。その結果、SMS1 の阻害剤で

ある D609 や OSBP の阻害剤である 25-hydroxycholesterol（25-HC）で STING 経路の活性化

が抑制できることを見出した（右上図）。また、STING がゴルジ体の脂質ラフト様ドメインで下流

シグナルを活性化しているかを、STING の下流キナーゼ TBK1 の活性化体（リン酸化体）認識

抗体による免疫染色とスフィンゴミエリン可視化プローブを用いて検証した。その結果、リン酸

化 TBK1 はスフィンゴミエリンとゴルジ体上でよく共局在した。これら結果から、ゴルジ体の脂質

ラフト環境で STING 経路が活性化することが示唆された。 

 近年、STING の点変異により引き起こされる自己炎症性疾患 SAVI (STING-associated 

vasculopathy with onset in infancy) が報告された (Liu et al., N Engl J Med 2014; Jeremiah et 

al., J Clin Invest 2014)。この病気型 STING は、DNA 刺激が無い状態でも活性化しており、そ

れによって炎症が恒常的に引き起こされ、病態形成に至ると考えられている。我々はこれまで

に STING のパルミトイル化を抑制することで SAVI-STING による炎症応答を抑制できることを

見出している (Hansen et al., PNAS, 2018; Ogawa and Mukai et al., BBRC 2018; Mukai et al., 

Nat Commun 2016) 。そこで本研究において、上述の 25-hydroxycholesterol（25-HC）を SAVI-

STING 発現細胞に添加したところ、下流シグナルの活性化を抑制できる結果を得た。この結

果は、STING のパルミトイル化やゴルジ体の脂質ラフト環境が、STING 経路を介する自己炎

症性疾患の有用な治療標的となり得ることを示唆している。 

 

［今後の展望］ 

最近我々は、COPA 異常症と呼ばれる自己炎症性疾患の炎症病態が、STING の小胞体維持

機構の破綻に起因しており、STING のパルミトイル化阻害剤が本疾患に有用であることを明ら

かにした (Deng et al., JEM 2020, Mukai et al., Nat Commun accepted) 。本研究の成果は、

COPA 異常症のような STING のゴルジ体での過剰な活性化に起因する自己炎症性疾患の治

療法の開発に貢献すると期待される。 

 

［謝辞］ 
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