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脳組織における細胞種特異的な小胞体ス トレス応答機構

CeHtype-specificERstressresponseinthebrain

近藤 慎一
(宮崎大学医学部 解剖学講座 分子細胞生物学分野)

はじめに

晴乳動物の体細胞は､数百種類にのぼる細胞か

ら構成され､それぞれ多彩な形態および機能をも

つ ｡ それらが有する細胞内小器官も同様に､細胞

の機能に応 じて発達程度は多様化 している｡/J､胞

体 (endoplasmicreticulum)も例外ではなく､細

胞の分化やタンパク合成 ･分泌の生理的条件によ

り変化 し､決して画一的な構造物ではない｡牌臓

の外分泌細胞 ･胃底腺の主細胞など蛋白合成の盛

んな細胞では､租面小胞体が著しく発達している｡

異常タンパク質の蓄積 ∩.～._

小胞休関連分解
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細胞種毎の小胞体の発達程度の違いをみると､小

胞体にかかる仕事量は細胞種ごとにかなり異なっ

ていると想像できる｡

小胞体において構造異常を起こしたタンパク

質､いわゆるミスフォールデイッドタンパク質

が過剰に蓄積 した状態､または小胞体の処理能

力を超えた仕事量が小胞体に負荷 されているよ

うな状態のことを､小胞体ス トレスとよぶ｡小

胞体ス トレスか らの防御機構 として､unfolded

proteinresponse(UPR)と呼ばれる応答機構が細

胞には存在する1)･2)｡真核生物
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UPR糠的遺伝子の転写講書

において､この防御システム

はPERK･IREl･ATF6と い

う3つのタンパク質が小胞体

ス トレスセンサーとして機能

する経路から成 り立ってお り､

それらがすべての細胞に画一

的に備わっていると考えられ

ている(図 1)｡ しか し､この

ような画一的な防御システム

で､細胞種毎のス トレスの程

度の違いに十分に対応できる

のであろうか ?
図 1 小胞体ス トレス応答の全体像 (我々は､OASISとBBF2H7を同定 した｡)

小胞体において構造異常を起こしたタンパク質､いわゆるミスフォールディッドタンパク質が過剰に蓄積 した状態､または

小胞体の処理能力を超えた仕事量が小胞体に負荷されているような状態のことを､小胞体ス トレスとよぶ｡小胞体ス トレス

からの防御機構として､小胞体ス トレス応答またはunfoldedproteinresponse(UPR)と呼ばれる応答機構が細胞には存在す

る｡UPRには､①翻訳抑制､② UpR標的遺伝子 (小胞体分子シャペロン等 )の転写誘導､③小胞体関連分解の3つの機能

がある｡UPRを担う分子として､PERK･lREl･ATF6が小胞体ス トレスセンサーとして機能 している｡

我々は2005年に､OASJSがアス トロサイ トにおいて､新規の小胞体ス トレスセンサーとして機能していることを報告した.

この報告を契機に､他のOASISファミリー分子 (CREB-H､AlbZIP､Luman)も小胞体ス トレスセンサーとして機能する

ことが明らかにされた｡OASISファミリー分子は､すべてⅡ型の膜貫通タンパク質で小胞体に局在する｡

さらに､我々は2007年に､新規のOASISファミリー分子 BBF2H7が神経細胞で小胞体ス トレスセンサーとして機能する

ことを明らかにした｡
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アルツハイマー病やパーキンソン病など神経変

性疾患に共通する病因は､ミスフォールデイッ

ドタンパク質の過剰な蓄積であるとの考えが､遺

伝性神経変性疾患の病因遺伝子の解析が進むにつ

れて有力になってきた3)｡そして､構造異常タン

パク質の蓄積が細胞死を誘発するメカニズムとし

て､小胞体が注目されている4),5),6)｡神経変性疾患

では､構造異常タンパク質が小胞体内腔に蓄積 し

て､アポ トーシスが起こることで神経変性がおこ

るのではないかと考えられている｡しかしながら､

PERK･IREl･ATF6といった従来からの既存の

分子の解析が中心であったため､研究分野として

行き詰った感があった｡このような状況を打開す

る､新たな独創的な研究が求められていた｡

そのような状況の中､我々は､小胞体ス トレス

応答を既存の分子に捕 らわれず､純粋に目の前

で起こった現象を解析する中で､新しい分子の同

定に成功 した｡アス トロサイ ト(星状豚細胞)が

他の細胞に比べて小胞体ス トレスに強い抵抗性

を示すことに注目する中で､アス トロサイトで機

能する新規の小胞体ス トレスセンサーOASIS(Old

astrocytespeciBcallyinducedsubstance)を同定

した7)｡さらに､神経細胞の小胞体ス トレスセン

サーの同定にも試み､BBF2H7を同定するに至っ

た8)｡本稿では､OASISおよびBBF2H7の機能に

ついて紹介 したい｡

2.アス トロサイ トで横能する小胞体ス トレスセ

ンサーOASIS

同じ強さの小胞体ストレスを負荷 しても細胞種

ごとに感受性がかなり異なる｡ このような奇妙な

現象を小胞体ス トレス応答機構の研究を進める過

程で､我々は何度か目の当たりにしてきた｡例え

ば､大脳皮質の初代培養系に小胞体ス トレスを負

荷すると､神経細胞は短期間のうちに全ての細胞

が死滅するのに対し､アス トロサイトは生き残る｡

我々は､PERK･IREl･ATF6がアス トロサイ ト

と他の神経系細胞間で発現量に顕著な差はみられ

ないことを確認した｡これは何を意味するのか ?

｢アス トロサイ トには､他の神経系細胞にはない

別の経路が用意されており､それが小胞体ス トレ

ス抵抗性を生み出すのではないか｣と考えた｡

我々は､PERK･IREl･ATF6に似た構造を持

つ新規の分子がアス トロサイトには備わっている

と考え､これらの分子に類似する構造をもつ分子

のデータベース検索を行った｡その結果､アスト

ロサイトの長期間培養で発現することが報告され

ていたOASISという分子を見出した9)｡oASISは､

構造的には膜貫通 ドメインとbZIPドメインを有

するCREB/ATFファミリーの 1つであるが､そ

の機能は全 く未知であった｡

OASISは､ATF6とよく似た構造を持つⅡ型の

小胞体膜貫通型タンパク質である(図2A)｡ア

ミノ酸配列を見ると､小胞体内腔側にゴルジ体に

存在するプロテアーゼSIP(Site-1protease)認識配

列を､膜貫通部分にプロテアーゼS2P認識配列を

もつので､OASISはATF6やSREBP-2と同様に､

制御 された膜内切断(regulatedintramembrane

proteolysis:RIP)を受ける可能性をもつ｡RIPは､

膜タンパク質の切断による活性化機構であり､細

菌から高等生物まで広 く存在 し､細胞膜や小胞体

膜から核-シグナルを伝達する重要な生理機構と

して位置づけられている10)｡oASISがRIPを受

けるのかを確認するために､アス トロサイト初代

培養を用いてウェスタンブロットで検討した｡通

常の状態では約80kDaの全長型が､さらに小胞体

ス トレス誘発剤を負荷すると50kDa付近に新 し

いバンドが検出できた(p500ASIS)(図2B)｡予

想 したとお り､OASISは小胞体ス トレスによっ

て切断を受けたわけである｡

次に､全長型OASISとp500ASIS断片の細胞

内局在をC6グリオーマ細胞を用いて免疫組織化

学的に検討 した｡ス トレスを与えていないC6グ

リオーマ細胞では､OASISは核周辺に局在 し小

胞体のマーカーKDELと一致 した(図2C)｡小

胞体ス トレス誘発剤を12時間細胞に投与すると､

OASISは核に集積 した｡OASISは､アス トロサ

イトにおいて小胞体ス トレスに反応して小胞体膜
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図2 0ASISはアストロサイトにおいて小胞体ストレスに応答して膜内切断を受ける
(A)ヒトOASISとATF6のドメイン構造の比較

(B)アストロサイト初代培養における内在性OASrSタンパク質の発現01JJMサブシガルジン
(TG)または3〃g/mけ 二カマイシン(Tm)を15時間負荷した後､細胞を回収し､抗OASIS

抗体を用いてウェスタンブロットを行なった｡小胞体ストレスを負荷すると50kDaのバ

ンド(p500ASlS)が検出された.*は､OASISのN結合型糖鎖付加が一部または全部阻
害されたバンドを示す｡BiPは､抗KDEL抗体を用いて検出した｡OASISタンパク質の定
量は､バンドの濃さから計算した｡

(C)OASISの細胞内局在｡構成的にOASISを発現するC6グリオーマ細胞に対して､1JJMサ
ブシガルジンを12時間負荷あるいは負荷しない場合について､抗OASIS抗体と抗KDEL

抗体を用いて2重染色を行なった｡OASISは､通常の状態ではKDELと完全に一致したが､
小胞体ストレスを負荷後は核に集積した｡

(文献7より改変､引用)

から切断され､N末断片は核に移行することがわ

かった｡

また､OASISmRNAの発現パターンを検討 し

たところ､脳損傷時の反応性アス トロサイ トや小

胞体ス トレスを負荷 したアス トロサイ トにおいて

発現誘導が見られたが､他の細胞や小胞体ス トレ

ス以外の刺激では発現誘導が見られないか､むし

ろ減少 した｡これらの結果か ら､OASISは細胞

種特異的な小胞体ス トレス応答機構を担っている

可能性が示唆された｡

OASISの核 に移行 したN末端部分(p500ASIS)

はbZIPドメインを含むので､転写因子 として標

的遺伝子のプロモータ領域に直接結合 し､転写

を活性化 している可能性がある｡そこで､小胞

体分子シャペロンBiPのプロモータに対するレ

ポ一夕アッセイ､ゲルシフ トアッセイ､および

クロマチン免疫沈降法等を行なった｡その結果､

OASISがBiPの転写を促進する能力があることは

ATF6と同様であったが､そのメカニズムは小胞

体ス トレス応答配列(ERSE)を介 してよりも､む

しろCRE配列に直接結合することによることが

分かった (図3A-次頁参照)｡興味深いことに､

低温損傷を与えたマウス脳で､反応性アス トロサ

イ トがOASISmRNAとBiPmRNAを強 く発現す

ることが確認できた｡

小胞体分子シャペロンBiPは､小胞体ス トレス

時の細胞死を抑制する11)0 oASISがBiPの転写を

促進する機能があるならば､OASISの過剰発現

は小胞体ス トレスか らのアポ トーシスを抑制す

るはずである｡ 実際に､全長型OASISを構成的

に過剰発現する細胞は､通常のC6グリオーマ細

胞 と比べ小胞体ス トレスに対 して強い抵抗性 を
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図3 0ASISおよびBBF2H7による小胞体ス トレス応答活性化の全体像

(A)OASISは､アス トロサイ トにおいて小胞体ス トレス時に転写レベルで発現誘導される｡

翻訳されたOASISは､小胞体ス トレスに応答 してSIPおよびS2Pによって膜内切断を受

ける.切断されたOASISの細胞質側のN末端は､核に移行し､CREおよびERSEサイ トを

介 して標的遺伝子(BiP)の転写を活性化する｡このOASISによるシグナル経路は､アス ト

ロサイ トにおける小胞体ス トレスによる細胞死を抑制する0(文献7より改変､引用)

(B)BBF2H7は､小胞体ス トレス時に転写レベルで弱 く誘導され､翻訳レベルで強く誘導さ

れる｡翻訳されたBBF2H7は､小胞体ス トレスに応答 してSIPにより膜内切断を受ける｡

さらにS2Pにより切断されるものと考えられる｡切断された細胞質側のN末端部分は核に

移行 し､CREサイ トに直接結合することで､小胞体ス トレス抵抗性遺伝子の転写を活性

化する｡invivoにおいて､BBF2H7は神経細胞に発現する.

(文献8より改変､引用)
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図4 0ASJSは小胞体ス トレスによる細胞死を抑制する

(A)全長型OASIS (OASIS)あるいは空ベクタ-(Mock)を遺伝子導入したC6グリオーマ細胞

株に対 して､1〃Mサブシガルジンを負荷 した時の明視野像｡OASISの高発現により細胞

死が抑制された｡

(B)全長型OASIS (OAl,OA2)あるいは空ベクター(Mock)を遺伝子導入 したC6グリオーマ

細胞株に対 して､サブシガルジンまたはスタウロスポリンを30時間負荷 した時の細胞死

の定量解析｡細胞死は細胞の形態から判定 した｡

(文献7より改変､引用)

示 した(図4A,B)｡反対にOASISをRNAiで

ノックダウンすると細胞死は克進した｡小胞体ス

トレス以外の刺激 (スタウロスポリンなど)では､

このOASISのアポ トーシス抑制効果は見られな

かった｡アス トロサイ トが脳の保護機能を担うた

めには小胞体ス トレスに抵抗性を示す必要があ

り､OASISがその役割を担っている可能性がある｡

3.ニューロンで機能する小胞体ス トレスセン

サーBBF2H7

我 々がOASISの機 能 を報告 した後､他 の

OASISフ ァ ミ リ ー 分 子 (CREB-H､AIbZIP､

Luman)も小胞体ス トレスセンサーとしてUPR

のサブ経路を担っているとする論文が立て続けに

報告された(図1-828頁)0OASISファミリー分
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図5 BBF2H7たんぱく質は､小胞体ス トレスに反応 して誘導され膜内切断を受ける｡invivoにお

いてBBF2H7タンパク質は､ス トレスを受けた神経細胞に発現する｡

(A)ヒ トBBF2H7､OASISとATF6のドメイン構造の比較
(B)OASISファ ミリー分子 の系統樹｡BBF2H7遺伝子 は､OASIS､CREB-H､AlbZlP､

Lumanと相同性がある｡タンパク質間の関係は､bZIPドメインにおけるアミノ酸の一致

によって推測 した｡

(C)C6グリオーマ細胞における内在性BBF2H7の発現｡1FJMサブシガルジン(thapsigargin:

TG)を示 した時間負荷 した後､細胞を回収 し､抗BBF2H7抗体を用いてウェスタンブロッ

トを行った｡85kDaバン ド(full-lengthBBF2H7)と60kDaバン ド(p60BBF2H7)が小胞体

ス トレスを負荷 した細胞で検出された｡BiPは､抗KDEL抗体を用いて検出した｡

(D)永久中大脳動脈閉塞24時間後の脳冠状切片に対する､BBF2H7の免疫組織化学｡注意 :

BBF2H7タンパク質は､線条体の脳梗塞部位の周辺領域に局在する神経細胞内にのみに

検出された｡

(文献8より改変､引用)

子は､すべてⅡ型の小胞体膜貫通タンパク質であ

り､OASISと相同性の高いbZIPドメインをもつ

転写因子である｡CREB-Hは､肝細胞特異的に発

現しており､小胞体ス トレスに応答 してRIPを受

けて活性化し､serum amyloidp-Component(SAP)

や C-reactiveprotein(CRP) といった急性相応

答 (acutephaseresponse(ARP))遺伝子の発現に

必要であることが報告された12)｡また､AIbZIP

は､前立腺/精巣に特異的に発現 してお り､RIP

によって活性化 し､unfoldedproteinresponse配

列(UPRE)に直接結合する能力を持つことが報告

された13)･14)｡さらに､Lumanも､小胞体ス トレ

スに応答 して切断され､ERSEを介 してHerpの

転写を促進することが明らかとなった15)0

我々は､新規の小胞体ス トレスセンサーを見出

すために､OASISと相同性の高い遺伝子をデー

タベース検索 した｡その結果､新規のOASIS

ファミリー分子であるBBF2H7(BBF2human

homologonchromosome7)を見出した｡BBF2H7

は､low grade丘bromyxoidsarcoma(低悪性線維

粘液性肉腫)の組織において､染色体転座により､

FUS伽sion)遺伝子とC末端部分で融合 している

遺伝子として2003年に同定された分子である16)｡

しかしながら､BBF2H7の生理的な機能はまった

く分かっていなかった｡

BBF2H7は､OASISや ATF6とよ く似 た構 造

を持つⅡ型の小胞体膜貫通型タンパク質である

(図5A)0BBF2H7のbZIPドメインは､OASIS

フ ァ ミ リー分 子 (OASIS､CREB-H､AIbZIP､

Luman)と高い相同性を示 し､特にOASISと最も
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相同性が高い(図5B-前頁参照)｡ アミノ酸配

列を見ると小胞体内腔側にSIP認識配列をもつの

で､BBF2H7も小胞体ス トレスに応答 してRIPを

受ける可能性をもつ ｡

そこでC6グリオーマ細胞を用いてウェスタン

ブロットで検討 したところ､通常の状態では発現

が見られないが､小胞体ス トレス誘発剤を負荷

すると約85kDaの全長型および約60kDaの切断

断片(p60BBF2H7)が検出された(図5C-前頁参

照)｡小胞体ス トレス誘発剤 と同時に転写抑制剤

(ActinomycinD)を加えても同様の結果となった｡

これは､BBF2H7タンパク質は小胞体ス トレスに

反応 して切断を受けるが､他の分子とは異なり､

通常の状態では発現がみられないが､小胞体ス ト

レス時において翻訳レベルで急激な発現誘導され

ることを意味する｡ このことは､BBF2H7はUPR

経路の後期においてのみ機能することを示唆す

る｡ しかもこの翻訳 レベルでの誘導は､PERK-

eIF2α経路によらないことを､PERK欠損MEF

細胞等を用いることで明らかにした｡

小胞体ス トレスに応答して切断されたBBF2H7

のN末端部分は核内に移行することを､免疫蛍光

法を用いて明らかにした｡さらに核内に移行する

と､CREサイ トに直接結合 して標的遺伝子の転

写を活性化する能力があることを､レポ一夕アッ

セイおよびゲルシフトアッセイにより明らかにし

た(図3B-831頁)｡

invivoにおいて､BBF2H7タンパ ク質は､中

大脳動脈永久閉塞モデルマウスの脳梗塞ぺヌン

ブラ領域において神経細胞に強 く発現すること

が免疫組織化学により明らかとなった(図5D-

前頁参照)｡さらに､神経芽細胞種の細胞株にお

いて､BBF2H7の過剰発現は小胞体ス トレスによ

り誘導される細胞死を抑制 し､siRNA処置 した

BBF2H7ノックダウン細胞では小胞体ス トレスに

より誘導される細胞死が克進した｡これらの結果

は､BBF2H7は神経細胞おいて小胞体ス トレスセ

ンサーとして機能し､脳虚血時等に生 じる異常タ

ンパク質蓄積の回避に重要な役割を担っているこ

とが示唆された(図3B-831頁)｡

4.おわりに

アス トロサイ トで機能するOASIS､神経細胞

で機能するBBF2H7の発見を通じて､世界に先駆

けて｢脳組織における小胞体ス トレス応答の細胞

種特異性｣という概念の提言につながった｡この

概念は､神経変性疾患発症メカニズムの解明に向

けて突破口になりうる可能性がある｡

今後の小胞体ス トレス研究は､ノックアウトマ

ウスなど個体 レベルの解析が主流になるであろ

う｡ それは､細胞種ごとの小胞体ス トレス応答の

違いをさらにクローズアップすることになるであ

ろう｡ そして､神経変性疾患以外にも､現在では

まったく想像もできなかった疾患に対する小胞体

ス トレスの関与が明らかになることも期待され

る｡
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