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要約 :小胞体 (ER)ストレスは,折りたたみ不整な蛋白が細胞内に蓄積することによって生じ,アルツ-イマ-

病などの神経変性疾患の病理過程に関与しているとされる.ERストレスに対し,細胞は反応機構を元来備えて

おり,ストレス状況からの離脱を図る.本研究はERストレス反応機構の1つである分子シャペロン誘導を人為

的に行い,ストレスからの離脱を図ることで,アルツ-イマ-柄 (AD)などの神経変性疾患の治療に応用しよう

とするものである.分子シャペロンBiPのプロモーターを用いた解析から,我々はBiP誘導剤 (BIX:BiPinducer

X)を得た.細胞実験から,BIXはBiPのみ誘導し,他のERストレス反応分子を誘導させないことが示された,

また,BIXで処理した細胞はERストレスに耐性を示し,ERのアポトーシス誘導分子の発現を抑えることが示さ

れた.さらに,マウスの脳室にBIXを前投与し,脳虚血を負荷すると梗塞巣の面積の減少をもたらし,神経症状

の軽減が認められた.このBIXの効果は,梗塞周辺領域でERのアポトーシス誘導分子の発現を抑えることによ

ることが示された.以上のように,BIXはERストレスから生じるアポトーーシスを抑制し,ADをはじめとする神

経変性疾患の治療薬になることが示唆された.
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近年, アルツ-イマ-柄 (AD)の治療薬開発は, ア ミ

ロイ ド前駆体蛋白の動′セクレターゼ阻害薬,非ステロイ

ド消炎鎮痛剤,ア ミロイ ドワクチ ンなど様々な可能性が検

討されているが,実用化に至ったものは未だない. したがっ

て,現時点では多 くの可能性を模索すべき時期であろうと

憩われる.また,パーキンソン病, レビー小体病,前頭側

頭型認知症,ポ リグルタミン病などの神経変性疾患は未だ

病態過程が不明な点が多 く,確立された根治療法がない.

ただ,ADを含むこれ らの疾患では,異常蛋白が神経細胞

内に蓄積凝集するという点が共通であり,興味深い.

我 々は, 従来か らアル ツ- イマー病 の病態 を小胞体

(ER) ス トレスに対す る反応,すなわち unfoldedprotein

response(UpR)の見地か ら検討 してきた. この UPRは

異常蛋白蓄積に直接 リンクしていると考え られ,神経変性

疾患研究の iっの トレンドとして多 くの検討が行われてい

る.近年我々は,ERス トレスについて蓄積 してきた知見

を踏まえ,治療戦略への応用を検討 し始めている.

UnfoldedProteinResponse(UP良)

細胞小器官の 1つであるERは,分泌蛋白や膜構成蛋白

などの折 りたたみや翻訳後修飾を行 う蛋白の ｢組み立て工
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場｣のような役割を担 う.｢組み立て工場｣であるが故 に

｢不良品｣すなわち折 りたたみが不十分な, あるいは不正

な蛋白 (unfoldedprotein)の出現は宿命のようなものであ

る.様々なス トレスは,ERス トレスとして この unfolded

proteinの ER内への蓄積を生 じ, カスペース 12の活性化

(Nakagawaetal,2000)(ヒトではカスペース 4(Hitomiet

al,2004)),JNK系路 の活性化 (Nishitohetal,2002),

CHOPの誘導 (Friedman,1996)等の ER発動のアポ トー

シスにつなが る. その防御機構 として,細胞 には 3つの

UPRが備わっている.

1. 分子 シャハロンの誘導

UPRの働 きの 1つは,小胞体か ら核への シグナル伝達

を活性化 し,GRP78/BiPや GRP94などの分子 シャペロン

を発現誘導す ることである. これ ら分子 シャペロンは,

unfoldedproteinに作用 し,折 りたたみの促進や是正 を行

う (Sidrauskietal,1998).

2. 蛋白翻訳抑制

第 2の戦略は, これ以上 unfoldedproteinを生 じないよ

うに,蛋白の翻訳 自体を抑制する方策であり,翻訳開始因

子の eIF2αが リン酸化 されることで発動 され る (Harding

etal,1999).

3. ER-associateddegradation (ERAD)

ERに蓄積 した unfoldedproteinを処理 しきれない場合,

unfoldedproteinは ERか ら細胞質 にはき出され, ユ ビキ

チ ン化 を受 け, 26Sプ ロ テ オ ソ ー ム で 分 解 さ れ る

(BonifacinoandWeissman,1998).
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図 1 小胞体 (ER)ストレス反応 (unfoldedproteinresponse:UPR)とアポトーシス.

ERス トレス トランスデューサー (図 1)

UPRは,ER内のunfoldedproteinの蓄積を感知するこ

とから始動する.現在まで,unfoldedproteinのセンサー

としてER膜上のIREl,PERX,ATF6が報告されている.

IRElは,二量体形成と自己 リン酸化を経て,ⅩBP-1のa1-

temativesplicingを起こし,成熟型のⅩBP-1を生 じさせる

(Yoshidaetal,2001).この成熟型 ⅩBP-1は,GRP78侶iP

等の分子シャペロンのプロモーターに働き,分子シャペロ

ンを誘導する (Wangetal,1998).pERKは,多量体化と

自己 リン酸化を経て,eIF2αを リン酸化する (Hardnget

al,1999).このリン酸化されたeIF2αは43Sinitiationcom-

plexの形成を阻害 し,翻訳開始を阻害する.ATF6は,ゴ

ルジに運ばれ,SIPおよびS2Pによって細胞質側の膜貫

通領域近傍で切断を受け,できたN末端領域が ⅩBPlの

転写を促進 して分子 シャペロンの誘導につながる (Haze

etal,1999).これら3つの トランスデューサーは,非ス ト

レス下では GRP78侶iPが結合 しており,unfoldedprotein

の ER内での蓄積に際 しその結合がはずれ,UPRが開始

されるという共通の機序が想定されている.

ERス トレスと神経変性疾患

我々は,家族性アルツ-イマ-病の主要な原因遺伝子で

あるプレセニ リン1が ERに局在することから,ERス ト

レスとプレセニ リン1変異体の関係について検討 した.プ

レセニ リン1変異体発現神経細胞は,ERス トレスに脆弱

であることが示され,ERス トレス下における分子 シャペ

ロンBiPの誘導が抑制されることが兄いだされた.プレ

セニリン1変異体神経細胞のUPRを検討すると,IREl,

PERK,ATF6全ての トランスデューサーの活性化が障害

されており,UPR抑制のためにERス トレス脆弱性をき

たしていることが示唆された (Katayamaetal,1999,2001;

Yasudaetal,2002).また,プレセニ リン1変異体神経細

胞にUPRの 1つであるBiPをウイルスベクターにより発

現させておくと,ERス トレス脆弱性をレスキューできる

ことも示された (図 2).したがって,プレセニ リン1変

異による家族性アルツ-イマ-病の神経変性には,UPR

障害が関与すると考えられる.実際,家族性アルツハイマー

病患者脳ではBiPの発現が低いことが観察されており,

おもしろいことに孤発性 AD患者脳でもBiP発現が低下 し

ていることが観察された.これは,ADの神経変性に共通

して BiP誘導障害,すなわちUPR障害が関与することを
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図2 プレセニリン1変異体発現細胞のERストレス脆弱性とBiP誘導によるレスキュー.プレセニリン1変異体 (A246E)発現細

胞は野生型 (PSW)細胞に比し,ERストレス (tunicamycin:Tm)に脆弱性を示す (矢印は神経細胞死)が,あらかじめウイルスベ
クターを用いてBiPを発現させておくと,この脆弱性はレスキューできる.

ERstressor

示唆する事実である.

また,遺伝性若年性パーキンソン病の原因遺伝子である

parkinはユ ビキチンリガーゼであることが示され,Parkin

の変異体は基質であるPeal受容体の ERADを発動するこ

とができず,unfoldedなPeal受容体を溜め,ER発動のア

ポ トーシスを招 くとされる (Imaietal,2001).ハ ンチ ン

トン病などのポ リグルタミン病 は,CAGの リピー トが異

常に伸張 したために神経変性を呈する疾患であるが,伸張

したポリグルタミンはプロテオソームの機能低下をきたし,

ERス トレスを惹起 し,ASKlを活性化 してJNKを介する

アポ トーシスが発動することが示されている.以上のよう

に,UPRの異常は神経変性疾患の共通 した病理因子であ

る可能性が示唆されている.

分子シャペロン誘導剤開発

以上の知見か ら,UPRを人為的に活性化することは,

アルツ-イマ-病をはじめとする神経変性疾患の治療につ

ながる可能性が考えられる.我々の過去の検討で,BiPを

発現するウイルスベクターを神経細胞にあらかじめ感染さ

せておくと,プレセニ リン1変異体によるERス トレス脆

弱性が改善 した結果を得ている (図 2).そこで我々は,

UPRのうち分子 シャペロン誘導に着 目し,分子 シャペロ

ンBif'誘導剤の検索を行 った.BiPのプロモーター配列を

利用 して BiPレポーターシステムを構築 し, コンパ ウン

ドライブラリーをハイスループットスクリーニングにて検

索 し,最 もBiPのメッセージを誘導するコンパ ウンドBiP

inducerX(BIX)を得た.このBIXを神経芽細胞腫 SK-N-

SHに投与すると,BIXの濃度依存的にBiPを誘導するこ

とが示 されたが,古典的な ERス トレス誘導剤であ る

thapsigargin等が誘導するような BiPの高 レベルよりは低

く観察された.また,BIXによるBiP誘導は,投与 4時間

後から起 こり,6時間後をピークに減衰 していくことが観

察された.以上の観察されたメッセージレベルの BiP誘

導には,BiP蛋白発現を伴 っていることが,ウェスタンブ

ロット法にて確認された.

C BIX Tg Tm
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図 3 BⅨ のBiP誘導効果とその他のERストレス.BⅨ は

BiPのみを誘導し,thapsigargin(Tg)や tunicamycin(Tm)
などのERストレッサーが誘導するようなその他のERスト

レス誘導分子は誘導しない.

この BIXが, もしBiP以外の ERス トレスによって発

現される分子を活性化すれば,ERス トレスによるアポ トー

シスにつながりかねず,治療法 とはなり得ない.そこで,

BiP以外のERス トレス分子 ⅩBPl,CHOP,ERdj4/MDGl,

PDIの活性化 について,BIXの効果を検討 した.BIXを

SK-N-SH細胞に投与 しても,BiPは誘導するが,ⅩBPlの

スプライシング (活性化),CHOPの誘導,ERdj4/MDGl

の誘導,PDIの誘導は起 きないことが確認 された (図 3).

また,BiP誘導 と相対する蛋白翻訳抑制を起 こす eIF2αの

リン酸化について もBⅨ の効果を検討 したが,その リン

酸化は観察されなかった.以上の結果か ら,BIXはBiPの

みを誘導 し,他の ERス トレス反応分子を誘導 しないこと

が示された.

BIXの神経細胞におけるERス トレス保護作用

BIXの ERス トレス保護作用を検討す る目的で,BIXを

SK-NISH細胞 の培地 に添加 し, 12時間後 に tunicamycin
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図4 BIXの抗 ERストレス効果.BIXを12時間前に前投与しておくと,Vehicle投与神経細胞に比し,ERストレス (tunicamycin:

Tm)による神経細胞死を抑制できる.

を投与 して ERス トレスをかけた.BIXを投与 していない

細胞では,tunicamycin投与後 36時間後より細胞死が観察

されたが,BIX投与細胞では有意な細胞死の減少が観察さ

れた (図 4).ERス トレスか ら誘導されるアポ トーシスで

活性化されるカスペース4についてウェスタンブロット法

で検討 したところ,BIX投与細胞ではその活性化が抑制さ

れていることが確認され,BIXはERス トレスによるアポ

トーシスを抑制 し,神経細胞を保護することが示された.

BIXの脳虚血モデルにおける効果

脳虚血はERス トレスを惹起するので,BIXの効果を検

証するinvivoの実験系として,マウスの中大脳動脈閉塞

(MCAO) モデルを採用 した.BIXのマウス脳室内投与は,

6時間後で脳実質内の BiPを誘導することが確認された.

今回は,脳虚血 30分前に BIXを脳室内投与 し,MCA024

時間後に薬剤の効果を検討 した.通常 MCAO後 24時間で

は,歩行不可,反対側への旋回運動,反対側前足の伸展障

害,あるいは神経症状なしのいずれかの神経障害が認めら

れ,多 くのマウスは旋回運動程度の神経障害を示すが,

BIX投与マウスでは神経障害は軽度 となり,前足の伸展障

害程度を示 していた.MCA024時間後の脳切片を作製 し,

TTC染色により脳梗塞部位の計測を行 ったところ,BIX

投与マウスでは脳梗塞部位面積の有意な減少が認められ,

特に梗塞周辺領域 (penumbra) の減少が顕著であった.

また,MCA024時間後の脳浮腫についても検討 したとこ

ろ,BIX投与マウスでは有意に脳浮腫が軽減されていた.

これ らの結果は,BIXの脳室内前投与が MCAOによる脳

梗塞の侵襲を軽減 して神経症状発現を抑えうることを示 し

ている.

BⅨ の効果は,penumbraの減少に顕著に認められたが,

その部位での ERス トレスによるアポ トーシスについて検

討 した. アポ トー シス発現細胞 を見 るために脳切片を

TUNEL染色 したところ,BIX投与 マウスの penumbraに

おけるTUNEL陽性細胞は有意に減少 していることが観察

された.さらに,ERス トレスによるアポ トーシス誘導分

子である CHOPの誘導 について insituhybridizationにて

検討 したところ,CHOPの誘導 もBIX投与マウスの pen-

umbraにおいて有意に抑制されていることが観察された.

これ らのことか ら,BIX投与 はpenumbraの ERス トレス

を軽減 し,それによるアポ トーシスを抑制することで梗塞

巣の増大を抑え, また invivoにおいても,BIXは ERス

トレスによるアポ トーシスに効果があることを示 している.
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Abstract:TakashiKUDO*1,KazunoriIMAIZUMI*2andHideakiHARA*3(*lDepartmentofPsychiatry,OsakaUniversityGraduateSchoolof

Medicine,D3,2112Yamadaoka,Suita,565-0871Japan;*2DepartmentofAnatomy,FacultyofMedicine,UniversityofMiyazaki;*3Departmentof

BiofunctionalMolecules,GifuPharmaceuticalUniversity)Amolecularchaperoneinduceraspotentialtherapeuticagentforneurodegeneratiuedis-

eases.Jpn.J.Neuropsychopharmac01.,27:63-67(2007).

RecentreportshaveshownthatERstressisinvolvedinthepathologyofsomeneurodegenerativediseases.Inascreenforcompoundsthat

inducetheER一mediatedchaperoneBiP/GRP78(BiP),weidentifiedBiPinducerX(BIX).BIXinducedBiPonly,inadose-dependentmanner,

WithoutinductionofothermoleculesinvolvedintheERstressresponse.PretreatmentofneuroblastomacellswithBIXreducedcelldeathin-

ducedbyERstress.IntracerebroventricularpretreatmentwithBIXreducedtheareaofinfarctionduetofocalcerebralischemiainmice.Ⅰnthe

penumbraofBIX-treatedmice,ERstress-inducedapoptosiswassuppressed,leadingtoareductioninthenumberofapoptoticcells.Takento-

gether,BIXinducesBiPtopreventneuronaldeathbyERstress,suggestlngthatitmaybeapotentialtherapeuticagentforcerebraldiseases

causedbyERstress.
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