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【まとめ】

小胞体ス トレスから救済する新規化合

物 BIXを発見し､この化合物が脳虚血に

よる神経細胞死から保護する作用を有す

ることを明らかにした｡また､小胞休ス

トレス応答の新たな経路としてオー トフ

ァジーの活性化が生じることを発見した｡

このオー トファジーは異常タンパク質の

バルク分解を行うことで小胞体ス トレス

誘導性細胞死から救済する役割があるこ

とを証明した｡

1.研究の目的

異常タンパク質が細場内に蓄積すると

種々の疾患を発症する(コンフォメーシ

ョン病)｡細胞の老化を促進し細胞死を誘

発するからである｡コンフォメーション

病にはアルツハイマー病やパーキンソン

病などの神経変性疾患も含まれる｡これ

ら神経変性疾患の発症に小胞体ス トレス

が密接に関わることが最近明らかにされ

ている｡すなわち,小胞体ストレスから

回避できればコンフォメーション病の治

療に直結する｡本研究は異常タンパク質

蓄積による細胞障害およびiれに対する

生体防御機構のメカニズムを解明し､そ

れを踏まえてコンフォメーション病に代

表される老年病に対する先駆的治療法開

発につなげることを目的とする｡

小胞体分子シャペロン BiPを細胞内に

強制発現させておくと､小胞体ストレス

から保護されることが知られている｡小

胞体ス トレス誘導性神経細胞死から救済

するために筆者らは小胞体分子シャペロ

ン BiPを誘導する化合物の開発を試み､

新規低分子化合物 BIX(BiPinducerX)

を見出した｡本研究ではこの化合物の薬

効を細胞レベルおよび動物レベルで詳細

に解析することで､薬物の作用機序を解

明するとともに神経変性疾患治療薬とし

ての可能性を検討した｡さらに､小胞体

ス トレス応答の全容解明は神経変性疾患

の治療法開発に重要と考え､小胞体ス ト

レスに適応するための新たな細胞応答経

路を探索した｡その結果､小胞体ストレ

スが細胞に負荷されると直ちにオー トフ

ァジーが活性化し異常タンパク質の排除

に働く可能性を見出したので合わせて報

告するo

2.研究方法

2-1化合物BJXの作用機序の解析

小胞体分子シャペE)ン BiPのプロモー

ター領域132bpをpGL3ベクターに組み込

み､293細胞に導入してレポーター活性を

測定した｡

2-2神経細胞死抑制効果

神経芽細胞種 SK-N-SH細胞に化合物
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BIXを投与後､小胞体ストレスを負荷して

化合物BIXの細胞死抑制効果を検討した｡

2-3脳虚血に対する効果

化合物 BIXを脳室内に注入したマウス

の中大脳動脈を完全に結集し脳梗塞巣を

作成した｡24時間後に脳梗塞巣の大きさ

をTTC染色により測定した｡

2-4電子顕微鏡観察

SK-N-SH細胞を刺激後､2.5%グルタル

アルデヒド､2%パラホルムアルデヒドを

含む 0.1Hphosphatebuffer(pH7.4)を

用い､室温にて60分固定した｡細胞は1%

0$04を含む 0.1Nphosphatebufferにて

室温で60分後固定し､脱水後､エポキシ

樹脂OuetoI812(NissinENCo.,Tokyo,

Japan)に包埋した｡細胞はブロックにマ

ウントし､70nmの薄さに切った｡切片を

uranyJ acetate (saturated aqueous

so一ution)と ]eadcitrateにて染色し､

透過型電子顕微鏡 (H-7100;Hitachi,

lbaraki,Japan)にて観察した｡

2-56FP-LC3集積面積の測定

GFp-LC3をトランスフェクションした

細胞は､蛍光顕微鏡 と CCDカメラ

(ORCA-ER-1394 System; Hamamatsu

PhotoniGSK.K.,Shizuoka,Japan)を用

いて親察 ･写真撮影した｡撮影した写真

を用いて､GFp-LC3の ドットをそれぞれ肉

眼観察にて抽出し､その面積を Lumina

Vision software(Nitani Corporation,

Fukui,Japan)を用いて測定した.

3.研究の成果

3-1化合物BIXの発見と薬効解析

約20000種類のケミカルライブラ

リーからBiPプロモーター活性を上昇さ

せる化合物をレポーターアッセイにより

スクリーニングした｡その結果､5つの

候補化合物を見出すことに成功した｡そ

のうち､レポーター活性を最も上昇させ

る機能をもつ BIX(BiPlnduGerX)につ

いて検討を加えた｡

BJXを神経芽細胞腫 SK瑚-SHの培養上

清に加え､12時間後にトータル RNAを

抽出しノーザンブロッティングで BiP

mRNAの発現を検討した｡その結果､BtX

の濃度依存的にBiPmRNAの発現上昇が認

められた｡BiP以外の小胞体ス トレス関連

遺伝子については 別Xの投与により発現

変動がみられなかった｡このことから､

BIXは小胞体ス トレスを誘発することな

く､小胞体分子シャペロン BiPのみを特

異的に発現上昇させることが明らかにな

った｡

SK-N-SH神経芽細胞の培養上清に BIX

を添加し､12時間後に小胞体ス トレス

誘導剤であるツニカマイシン (Tm)を0.5

pg/mlの濃度で添加し､細胞死の程度を溶

媒のみを添加した時と比較した｡その結

果､BIXを添加した細胞ではTm誘導性の

神経細胞死に対して抵抗性が先進してい

た｡この結果からBlXは小胞体ス トレス

から回避し､細胞に保護的に作用するこ

とがわかった｡

マウス脳室内に BtXを持続注入してお

き､その後に中大脳動脈を永久血熟して

脳梗塞を誘発させた｡B暮Xを投与しなかっ

たマウスと比べ､BIX投与群では明らかに

梗塞巣の領域が減少し､脳損傷を軽減さ

せた｡つまり､BIXは invivoにおいても

神経細胞死を抑制する機能があることが

わかった｡
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化合物 BIXは小胞体分子シャペロン

BiPを転写レベルで発現上昇させる活性

があることがわかった｡BiP遺伝子のプロ

モーター領域には小胞休ス トレス応答エ

レメント (ERSE)とサイクリック AMP応

答エレメント(CRE)が存在することが知

られている｡今回の解析では BfXによる

BiPプロモーターの活性上昇はERSEを介

している可能性が考えられた｡しかし､

どのような機序でBIXがERSEを活性化し

ているかは謎のままである｡今後は Bは

の直接のターゲット分子を明らかにし､

作用機序を明確にする必要があると思わ

れる｡

3-2小胞体ス トレス誘導性オー トファジ

ーに関する研究

小胞体ス トレス時における細胞の形態

変化はあまりよく調べられていない｡そ

こで電子顕微鏡を用いて小胞休ス トレス

負荷後の超微形態変化を観察した｡ツニ

カマイシンやサブシガルジンにより小胞

体ス トレスを負荷 した神経芽細胞腫

SK-N-SH細胞において､ス トレス処理後

2-6時間で､オルガネラを取り込んだ2重

膜構造体､すなわちオー トフアゴゾーム

が高頻度に観察された.オー トファジー

のマーカーである LC3の動態を蛍光顕微

鏡による観察とウェスタンブロッティン

グにより検討したところ､小胞体ス トレ

ス時に LC3がプロセッシングを受け活性

化し､オー トファゴソームに局在してい

ることが観察された｡このオー トプアゴ

ゾーム形成はIREl欠損細胞では観察され

ないことから､小胞体ス トレス誘導性オ

ー トファジーにはIRElからのシグナルが

必須であることがわかった｡

オー トフ ァジー の阻 害剤 で ある

3-methyladenineを処理すると小胞体ス

トレスによる細胞死が増強された｡さら

にオー トファジー不全株であるATG5欠損

細胞､ATG5ノックダウン細胞でも同様に

小胞体ス トレスに対する抵抗性は減弱し

ていた｡以上の結果から小胞体ス トレス

誘導性オー トファジーは小胞体ス トレス

から細胞を保護する可能性が示唆されたO

4.今後の課題

化合物 BIXは培養細胞のみならず in

vivoの実験でも脳神経細胞のアポ トーシ

スから救済できることが本研究で明らか

になった｡脳虚血以外の神経変性疾患モ

デルにおいても同様の効果が得られるか

否かを検討するとともに､脳内へのドラ

ッグデリバリーに関しても今後は詳細に

検討する必要があると患われる｡

オー トファジーは細胞内の長寿命蛋白

質やオルガネラなどの消化を担う細胞内

タンパク質バルク分解系として機能して

いる｡小胞体ス トレス時にオー トファジ

ーが活性化していることは､小胞休関連

分解 くERAD)とは別に小胞体内に蓄積し

た異常タンパク質を小胞体ごと分解排除

している可能性を示すものである｡今後､

さらに小胞体の微細構造の解析やタンパ

ク質分解機序の解析を通してオー トファ

ジーの生理的役割を明らかにしていきた

い｡

5.研究成果の公表方法

化合物 BfXに関する研究成果は CeH

DeathaDifferentiationに投稿中であるo

オー トファジーの研究成果に関してはす
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でにMofecuiarCeHuJarBiologyに掲載

済みである｡
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