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緒 言

異常タンパク質が細胞内に蓄積すると種々の老年性疾

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 1サ 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そ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 (immunogloblinheavy

chainbindingprotein)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)を兄いだ

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,新規の小胞体ス

トレスセンサーの同定を試みた.その結果,BBF2H7を

発見し機能解析を行ったので合わせて報告する.

方法および結果

1.化合物 BIXの発見と薬効解析

約 20,000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 L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
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物を兄いだすことに成功した.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 (Fig.1)について

検討を加えた.

Fig.1.ChemicalstructureofBIX.

SK-N-SH 神経芽細胞の培養上清に BIX を投与 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

(Tunicamycin:Tm)を0.5FLg/mlの濃度で添加 した.

Tmにより誘導される細胞死の程度を溶媒のみを投与し

た時と比較 した.その結果,BIX を投与 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 BIX は′JⅧ包体ス 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 BIX を持続注入しておき,その後に

中大脳動脈を永久血致 して脳梗塞を誘発させた.BIX

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

(Fig.2).つまり,BIX は )'D Tq'TIO 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.

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.去ip

遺伝子のプロモーター領域には小胞体ストレス応答エレ

メ ン ト (endoplasmicreticulum stressresponsive

element:ERSE)とサイクリック AMP応答エレメン

ト (cyclic-AMPresponseelement:CRE)が存在する

ことが知られている.今回の解析では BIX 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
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Fig.2.BIXsuppressesneuronaldeathafterbrainischemia.
A ;BIX orvehiclewasadministeredtobrainventricleofmice. A氏er30minfollowingdrug

administration,micewereoperatedforthepermanentmiddlecerebral artery occlusion(MCAO).
Another24ha洗ersurgery,thebrainsofmiceweresubjectedto2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
(TTC)staining.B;QuantitativeanalysisofinfarctareavolumeofMCAOmicewasshown.Dataare
themeansj=S.D..SignificantdifferencesbetweenBIXandvehiclewereindicatedasasterisks(*:p<

0.05,T-test).n-1lor12.

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

BIX 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.

2.新規小胞体ス トレスセンサーの同定

異常な構造を持つタンパク質が小胞体内に蓄積する状

態を小胞体ス トレスという.小胞体ス トレスに対して細

胞は,UnfoldedProteinResponse(UPR)とよばれる

小胞体特異的なス トレス応答機構によって異常タンパク質

蓄積による小胞体の破綻を回避しようとする.UPR シグ

ナリングの中心的な役割を担っているのが IREl(insulm

responseelementl),PERK (RNA･activatedprotein

kinase:PER-like ER kinase), ATF6 (activating

transcriptonfactor6)という3つの小胞体ス トレス トラ

ンスデューサーで,小胞体ス トレスを感知しその情報を細

胞質や核に伝達している.これら分子はすべての細胞で発

現し,小胞体ス トレス応答に関わる.今回新たに,新規の

小胞体ス トレス トランスデ ューサーBBF2H7[BBF2

(homosapiensmRNAforbasictranscriptionfactor2)

humanhomologonchromosome71を同定した 5).

BBF2H7は,構造的に ATF6と相同性が高い cAMP

responsiveelementbindingprotein:CREB/ATFファミ

リーに属する転写因子の 1つで,bZIP (basicleucine

zipper) ドメインおよび膜貫通 ドメインを保持 し,小
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胞体膜を貫通 している.ウエスターンブロッティングの

結果,BBF2H7は,小胞体ス トレスに反応 して膜内切

断を受けることがわかった.免疫染色により,膜内切断

された bZIP ドメインを有する細胞質側の N 末断片

は,核内にすみやかに移行する像が観察された.すなわ

ち,BBF2H7は通常時は全長型 として小胞体に局在す

るが,小胞体ス トレスが負荷 されると膜近傍で切断さ

れ,切断された断片が核に移行することがわかった.

核に移行する BBF2H7の断片には bZIP ドメインが

含まれる.つまり核内で転写因子として機能 しているpr

能性がある.レポーターアッセイやゲルシフ トアッセイ

の結果,BBF2H7は CREに作用することで,標的遺伝

子の転写を活性化する機能を有することがわかった.輿

味深いことに,BBF2H7タンパク質は通常の状態では

発現がみられないが,小胞体ス トレス時においてのみ翻

訳レベルでの急激な発現上昇がみられる.このことは,

BBF2H7が U?R シグナ リングにおける後期において

のみ機能する可能性を示唆する.

BBF2H7の生理学的機能を知る目的で,BBF2H7を

強発現する細胞に小胞体ス トレスを負荷 し,細胞死に対

する影響を調べた.BBF2H7を強発現する細胞ではコ

ン トロール細胞に比べてス トレス抵抗性が高まってい

た.逆 に siRNA (smallinterferingRNA)によ り

BBF2H7をノックダウンさせると小胞体ス トレスに対



する感受性が高まり,コン トロールよりも明らかに細胞

死が促進した.次に )'nvT'l70における BBF2H7の役割

を調べる目的で中大脳動脈永久閉塞モデルマウスを用い

て虚血後の BBF2H7の発現を免疫組織学的に検討 し

た.BBF2H7タンパク質は,脳梗塞ペヌンブラ領域に

おいて虚血 12時間日ごろから神経細胞に強く発現 して

いた.ペヌンブラ領域は虚血後の遅発性神経細胞死が起

こる領域のことを指す,ZD叩̀tz･0の実験結果と合わせて

考えると,BBF2H7は小胞体分子シャペロン群を発現

させることで脳虚血時に起こる異常タンパク質蓄積に基

づく神経細胞死から回避するために働いている可能性が

示唆された.

考 察

化合物 BIXは培養細胞のみならず )'DTT'vo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-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思われる.新規に

発見した小胞体ス トレスセンサーBBF2H7は神経細胞

死に対 して保護的に働 く可能性が示された.しか し,

本研究では BBF2H7のターゲット遺伝子の同定には至

らなかった.ターゲット遺伝子を見つけ出すことによっ

てBBF2H7の生体内での働きを明らかにしていきたい.

本研究の共同研究者は,宮崎大学医学部解剖学講座分

子細胞生物学分野の今泉和則教授である.また,本研究

の遂行にあたり援助いただいた上原記念生命科学財団に

深謝致します.
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