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はしがき

この小冊子は､平成 14年度～平成 16年度の3年間に渡り､文部科学省研

究費補助金 (基盤研究 (A)(2))によって行われた ｢小胞体機能異常による

神経細胞死の分子メカニズム解明とその制御法開発｣に関する研究成果の報告

書であります｡神経難病を含め数多くの変性疾患で異常タンパク質が細胞内に

蓄積 し､小胞体機能を障害して様々な病態形成を引き起こすことが知られてい

ます｡しかし､神経細胞死に至るまでの詳細な分子機構はまだ十分解明されて

いません｡このような疾患の治療法開発のためには､小胞体の機能異常から起

こる神経細胞死とそれに抵抗しようとする生体防御機構の全貌解明が不可欠で

す｡我々は､ 1)小胞体ス トレスの際にみられるス トレスからの回避応答と､

2)細胞死を引き起こす分子の同定およびそのシグナル経路の解明を目指しま

した｡その結果､ス トレスに対し､細胞を生存させるために必須の分子 OASlS

の同定に成功し､この分子の機能制御により細胞死をコントロールできること

を証明しました｡一方､死のシグナルの起点分子として小胞体局在性のカスペ

ースを見出し､本分子の発現を抑制することで細胞死を救済することに成功し

ました｡以上の2つの研究成果は､神経難病の撲滅に向けた新たな根本治療法

開発に大きな礎になるものであります｡今後はより臨床に近い研究として発展

させ､ヒトに適応できる化合物の開発を目指したいと考えています｡本研究は

文部科学省の科学研究費による援助により執り行われたものであり､ここに心

より御礼申し上げる次第であります｡
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1.研究の背景および目的

小胞体で起こるタンパク質の折り畳みが､細胞内外からの各種ス トレスによ

り撹乱される状態を小胞体ス トレスという｡正常な細胞では小胞体ス トレスがI

負荷されると防御機構である Un_{foLdedProteinResponse(UPR)が活性化し､

小胞体分子シャペロンの誘導が起こって細胞死から回避しようとする｡アルツ

ハイマー病や脳虚血ではこの回避機構が正常に作動せず､神経細胞死にいたる

と指摘する報告が相次いでおり､多くの研究者が小胞体ス トレスの分子機構に

注目を寄せている｡しかしながら､折り畳み異常なタンパク質が小胞体内に蓄

積したのち､どのような機序で細胞死にまで至るのか､その全貌は解明されて

いない｡本研究課題では､小胞体ス トレスによって誘導される細胞死を人為的

に制御する戦略開発を最終目標に､小胞体ス トレスからアポ トーシスに至る経

路とストレスから回避する生存シグナルの全貌解明を目指した｡

2.研究内容

1)小胞体ス トレスから回避するための生体防御機構の解明 ;

小胞体ス トレスの際に発現誘導する遺伝子を網羅的に検索した｡具体的には､

小胞体ス トレス存在下､および非存在下に置かれた細胞から RNAを抽出し､ジ

ーンチップ法あるいはPCR-SeleGtedsubtraction法などにより遺伝子スクリー

ニングを行った｡さらに取得できた誘導型遺伝子の構造､発現､タンパク質機

能の解析を行った｡特に本実験の過程で取得できたアス トロサイト特異的小胞

体ス トレスセンサ10ASISの機能を細胞生物学的および動物工学的に解析した.

2)小胞体から発信される細胞死シグナルの解析

カスペース 12は小胞体に局在するシステインプロテアーゼで小胞体ス トレ

スの際に切断活性化して細胞死シグナルを細胞質や核に伝える｡ カスペース 1

2がどのようなメカニズムで活性化し､そのシグナルを如何にして下流分子に

伝えていくかを理解することは細胞死実行を制御する上で重要である｡ 本研究

ではカスペース 12に直接結合する､あるいはプロカスペースを切断して活性

化フォームを形成させるのに重要な分子を同定することによって､カスペース

12の活性化から引き起こされる神経細胞死のシグナル伝達機構を解析した｡

さらにヒトではカスペース12は存在しない｡ヒトの小胞体ス トレスの際に細

胞死を実行するカスペースの同定も試みた｡

3.研究成果､考察､展望

1)新規小胞体局在性ス トレスタンパク質の同定

PCR-SeleGtedsubtraction法を用いた遺伝子スクリーニングにより小胞体ス

トレス時に発現誘導する遺伝子の探索を行った｡その結果､発現上昇する遺伝



子として14種類を同定した｡そのうちから新規遺伝子MDGl/ERdj4の解析を行

った｡この遺伝子がコー ドする蛋白質はN末端側にJドメインを有しており､

ヒー トショック蛋白質群の活性制御に関与すること､細胞にMDGl/ERdj4を発現

させておくと小胞体ス トレスに対して抵抗性を示すようになることがわかった｡

以上の結果から､MDGl/ERdj4は小胞体ス トレスに応答して発現誘導し､GRP78

/BiPと協調して異常タンパク質の折り畳みを促進し､細胞傷害から保護する役

割を

果たしている可能性が示唆された｡

2)アス トロサイト特異的小胞体ス トレスセンサーOASISの発見

アス トロサイ トが小胞体ス トレスに対し､神経細胞よりも圧倒的に強いとい

う現象に注目した｡なぜならアス トロサイ トでは神経細胞には備わっていない

ス トレス応答の情報伝達系が存在する可能性があるからである｡ 小胞体ス トレ

ス応答の鍵分子は､IREl､ATF6,PERKである｡これは全ての細胞にユビキタスに

発現しているが､アス トロサイ トにはこれら既存のス トレスセンサー以外にア

ス トロサイ ト固有のス トレスセンサーが存在し､そのセンサーからの情報伝達

系がアス トロサイ トの小胞体ス トレス抵抗性を生み出す根源であると考えた｡

そして大規模なデータベースサーチを行いアス トロサイ ト特異的小胞体ス トレ

スセンサーOASISの同定に成功した｡機能解析の結果､OASISは､1)小胞体ス

トレスの際に脳内のアス トロサイ トで機能すること､2)異常タンパク質の蓄

積を感知し､シグナルと細胞質や核内に伝達するス トレス トランスジューサー

の機能を有すること､3)核に移行した OASISは転写因子として､CREおよび

ERSE配列に結合し､小胞体分子シャペロンBiPの発現を誘導すること､4)OASIS

は､ERス トレスからの細胞死を抑制することなどを明らかにした｡本研究成果

から､OASISはアストロサイトのス トレス抵抗性を引き起こす分子であることが

明らかになり､本遺伝子を神経細胞内で活性化できれば神経変性疾患でみられ

る神経細胞死から救済する新しい戦略開発にもつなげられると期待される｡

3)新規の小胞体ス トレスセンサーの発見

OASIS以外にも新規の小胞体ス トレスセンサーとして4つの候補分子の取得

に成功した (BBF2､AlbZIP､CREB一日､Luman)｡現在､それらタンパク質の機能

解析中である｡さらにそれら因子の活性制御機構を解明することで細胞死抑制

方法を開発したいと考えている｡

4)小胞体から発信される死のシグナル

two-hybrid法で､カスペース12と結合する因子をスクリーニングし､5つ

の候補分子を見出した｡その中で RanBPMという分子に注目して解析を行った｡

その結果､プロドメインが切断され､活性化したカスペース12とRanBPMが核

内で結合することが明らかとなった｡これはカスペース 12が核内で基質分子



を切断するときにRanBPMが補助因子として働く可能性を示唆する｡

5)小胞体ス トレスの際に活性化するヒトカスペース4

げっ歯類では､小胞体機能異常の際に活性化する分子としてカスペース 12

が知られていたが､ヒトのカスペース12は存在しない｡ヒトにおける機能的

なホモログを見出すため､マウスカスペース 12と構造的に似た分子を探索し

た｡その結果､ヒトカスペース4が構造的にマウスカスペース 12とよく似て

おり､しかも小胞体ス トレス依存的に活性化することも明らかになった｡RNAi

によってカスペース4の発現をノックダウンすると､小胞体ス トレスから生じ

る細胞死を抑制した｡以上の結果は､ヒトカスペース4がマウスカスペース 1

2の機能的ホモログであることを示唆するとともに､本分子を制御することで､

神経変性疾患の際に起こる細胞死を抑制できる戦略開発に応用できる可能性が

示された｡

6)病態と小胞体ス トレス

小胞体ス トレス時におけるアミロイ ドβタンパク質 (Aβ)の分泌量の変化

を検討した｡正常な動物細胞に小胞体ス トレスを負荷すると分泌Aβ量は減少

したが､アルツハイマー病原因遺伝子プレセ二リンを導入した細胞ではその減

少の程度が弱かった｡つまり､小胞体ス トレスはAβ分泌に密接に関わり､プ

レセニリン変異は見かけ上､Aβの産生元進を促すことが明らかとなった｡

7)小胞体ス トレスにより活性化するオー トファジー

小胞体ス トレスとオー トフアジの関係を調べた｡電子顕微鏡による観察､

GFp-LC3を用いた光学顕微鏡観察､さらには生化学的な解析により､小胞体ス ト

レス後にオー トファジーが活性化されていることが明らかとなった｡おそらく

異常タンパク質の分解にオー トファジーのシステムが関わっているものと考え

られる｡
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