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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患における細胞ストレスと病因タンパク質の蓄積、放出機構を検証した。
アルツハイマー病にでは代謝ストレスによりERストレスの亢進、全身から脳に伝えられる病的シグナルによりア
ミロイド病理が増悪することを示した。タウタンパク質がグリアリンパ系により脳外に放出され、アミロイドに
よるストレスがこの過程を抑制することを示した。パーキンソン病においてαシヌクレイン蓄積物が
LRRK2-Rab10シグナルにより放出とフィードバックを受けることを示した。FUSタンパク質のリン酸化等翻訳後修
飾により不溶性が制御されることを示した。このように各種変性疾患において細胞ストレスが病態を増悪させる
ことが実証された。

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of cellular stress on the aggregation and release of
 pathogenic proteins. In Alzheimer's brains, metabolic stress aggravated ER stress and systemic to 
brain transmission of noxious signals to enhance amyloid pathology. Tau proteins were shown to be 
cleared through the glymphatic system, which was enhanced by amyloid stress. Alpha-synuclein 
aggregates were released by LRRK2-Rab10 signal in a reciprocal manner. Phosphorylation of FUS 
protein attenuated its insolubility. These findings underscored the importance of various cellular 
stresses in the aggregation and release of causative proteins.

研究分野： 神経病理学

キーワード： 細胞ストレス　神経変性　アルツハイマー病　パーキンソン病　タウ蓄積症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病、パーキンソン病等個別の神経変性疾患に固有の病因タンパク質形成、放出機構の解明を進め
ることにより、各疾患に特異的な病態が明らかになるとともに、各種の細胞ストレスが神経変性を助長するとの
仮説の一端が実証され、今後の神経変性疾患の予防、治療法の開発の方向性に指針を与えることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
神経変性疾患は、緩徐・進行性に神経細胞の変性・脱落が引き起こされる疾患群であり、主な

疾患にとして大脳皮質の神経細胞が冒され認知症を呈するアルツハイマー病  (Alzheimer’s 
Disease; AD)、前頭葉や側頭葉の変性により認知症を呈する前頭側頭葉変性症 (frontotemporal 
lobar degeneration; FTLD)、中脳黒質のドパミン神経細胞ほかの障害により振戦や筋固縮を呈する
パーキンソン病 (Parkinson’s Disease; PD)、運動ニューロンの脱落により骨格筋の萎縮を生じる
筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis; ALS)などがある。しかしその本質的メカニズ
ムは未だ不明であり、高齢化社会を迎えて患者数は急激に増加しつつあることから、その克服は
喫緊の課題であった。 
神経変性疾患の脳には、各疾患を特徴づける病理構造物が出現する。AD では細胞外の老人斑

と、神経細胞内に神経原線維変化、FTLD では Pick 球やユビキチン陽性封入体、PD では変性ニ
ューロンの細胞質にレビー小体、ALS ではユビキチン陽性封入体等が出現する。近年進んだ変
性疾患脳の生化学的・病理学的解析により、AD におけるアミロイド(A)、AD や FTLD にお
けるタウ、PD におけるαシヌクレイン、FTLD や ALS における TDP-43 や FUS など、疾患ごと
に特徴的な病因タンパク質の存在が明らかになった。さらに、AD, PD 等神経変性疾患の一部に
は家族例が存在し、病因タンパク質や産生酵素をコードする遺伝子に病因変異が同定されてい
る。これらの知見から、神経変性疾患において病因タンパク質は疾患脳に蓄積する「結果」であ
るのみならず、疾患発症に関与する「病因」的役割を担っている可能性が強く示唆されてきた。 
 従来、家族性遺伝子変異を持った病因タンパク質に焦点をあてて多くの研究が進められてき
た。例えば、家族性 AD の病因遺伝子である A precursor protein (APP)の点突然変異は、Aの総
量や凝集性を高めること、FTLD 変異型のタウを過剰発現する tg マウス脳では、リン酸化タウの
蓄積と神経細胞死が生じることが示された。これらの知見から、何らかの異常構造を獲得した病
因タンパク質が、凝集する過程において神経変性が生じ、凝集した異常タンパク質がさらに神経
細胞間を伝播することにより病変の拡大に至るという共通原理が想定されるに至った。しかし
これまで、神経変性疾患の大多数を占める孤発例において病因タンパク質がいかなる機序で異
常構造を獲得するのか、さらに異常構造を獲得した病因タンパク質がどのような機序で神経細
胞間を伝播するのかは明らかになっておらず、真の疾患発症機序の解明には至っていなかった。 
 
２．研究の目的  
本研究では、家族性神経変性疾患の病因遺伝子の中でも病因タンパク質自身、あるいはその産

生に関わる遺伝子群にとどまらず、異常構造の獲得に関与する可能性がある遺伝子群に注目し、
病因タンパク質が、神経細胞内で発生する何らかの変性作用（「細胞ストレス」と定義）に曝露
されることによって異常構造を獲得し、神経細胞の変性・死を惹起すると同時に、放出された異
常タンパク質が神経細胞間を伝播し、病変が拡大するものと着想した。最近、TDP-43 や FUS、
タウなどが、いずれもアミノ酸配列の複雑性に乏しい intrinsically disordered/low-complexity (LC)
領域を介して液-液相分離現象 (liquid-liquid phase separation, LLPS)を生じることがわかり、この
「相分離シグナル」が異常構造獲得の誘因として注目されている。そこで本研究においては、神
経細胞内に蓄積し、封入体を形成する代表的な病因タンパク質であるタウ、シヌクレイン、TDP-
43、FUS に焦点をあて、それぞれの病因タンパク質が「細胞ストレス」によって異常構造を獲得
し、細胞間を伝播する機序の解明を進める。さらに、病因タンパク質が変性過程を経て神経細胞
外に放出される普遍的機構を解明し、神経変性疾患共通の発症原理の解明を通じて、新たな治療
標的の同定に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、神経変性疾患の代表的な病因タンパク質であるタウ、シヌクレイン、TDP-43、FUS
が「細胞ストレス」により異常構造を獲得し、神経変性を惹起すると共に神経細胞間を伝播する
機序の解明を試みた。 
(1)タウが細胞ストレスによって変性し、伝播する機序の解明 
(1-1) ストレス応答が誘発する凝集核タウ分子種の同定 
in vivo 微小透析膜法を用いて回収した野生型及びタウ tg マウス脳の脳間質液を解析し、神経細
胞間伝播が生じる時系列とタウ分子種を網羅的に解析する。さらに、タウバイオセンサー細胞を
用いて各タウ分子種の seed 能を評価し、タウ病理の進展に関わる凝集核タウ分子種の同定と、
in vivo seeding 実験による伝播への関与の実証を行う。さらに、組換えタウ凝集核 (pre-formed 
fibril: pff)を添加して細胞内に凝集体形成を誘導するタウ細胞伝播モデルにおいても、培養上清
中に放出された凝集核タウ分子種を同様に分離・同定する。 
(1-2) 細胞ストレス応答が惹起するタウ放出機構の解明 

A蓄積を生じる APP tg マウスとタウ tg マウスを交配すると、タウ病理が亢進し、APP tg マウ
ス脳に凝集核タウを接種する in vivo seeding 実験により A蓄積の周囲にタウ病理が出現すると



報告されている。これらの知見は、細胞外の凝集した A分子種が「細胞ストレス」を生じて神
経細胞内のタウの変性を引き起こし、伝播を促進する可能性を想起させる。そこで APP tg マウ
ス脳におけるタウの蓄積、排出機構を解析し、Aによるタウ変性過程の細胞内機序を明らかに
する。 
(2) シヌクレインがリソソームストレスによって変性し、伝播する機序の解明 
(2-1)シヌクレイン分子種のリソソームストレス依存的な細胞外放出機構の解析 
 Lysosome exocytosis を介したシヌクレインの細胞外放出・伝播を測定する実験系を培養細胞
およびマウス個体で確立し、放出されるシヌクレインの分子種を明らかにするとともに、
LRRK2 が果たす役割について検討を加える。 
まずマウス培養神経細胞やシヌクレイン発現 SH-SY5Y 細胞に組換えシヌクレイン人工線維
(pff)を添加して細胞内凝集体形成を誘導後、chloroquine などのリソソームストレス誘導剤を投
与し、シヌクレインの細胞外放出へ与える影響を検討する。 
(2-2) LRRK2 によるリソソームストレス制御がシヌクレイン放出に与える効果の検討 
上記シヌクレイン放出・伝播測定系を用いて、LRRK2 によるリソソームストレス制御がシヌ
クレインの放出・伝播に与える影響を解析する。マウス培養細胞や LRRK2 発現細胞を使用し、
LRRK2 がリソソームストレスの制御を介して seeding 活性を有するシヌクレインの放出に関与
するかを検討する。 
(3) FUS が RNA ストレスによって変性し、伝播する機序の解明 
(3-1) FUS が RNA ストレスによって自己重合し、異常構造を獲得する機序の解明 
 TDP-43、FUS は類似の機能領域を持ち、核内に局在する RNA 結合タンパク質である。しか
し、ALS あるいは FTLD 患者神経細胞では細胞質封入体を形成することが知られている。これ
までに arsenite や熱ショックなど RNA processing に障害を与える「RNA ストレス」下で、TDP-
43、FUS は LLPS を形成して細胞質中の stress granule に局在することが知られ、申請者らは LLPS
形成に必須な FUS の LC 領域を介した自己重合が神経毒性発揮に必須であることを見出した。
そこで「RNA ストレス」が相分離シグナルにより TDP-43 や FUS の細胞質移行・自己重合を促
して LLPS 形成することが変性のトリガーとなる可能性を着想し、FUS の細胞質局在と自己重合
の検討に BiLC/BiFC 法を利用し、RNA ストレス下の細胞内で TDP-43、FUS の挙動を細胞染色、
生化学的に解析する。 
(3-2)異常構造を獲得した TDP-43、FUS が神経細胞間を伝播する機序の解明 
 LC 領域や自己重合の界面領域に変異を導入して自己重合能を喪失させた FUS を発現する
AAV 発現系を作出し、RNA ストレスによって自己重合した TDP-43 あるいは FUS が神経細胞間
を伝播するかを検証する。さらに BiLC を利用して樹立した TDP-43 あるいは FUS 伝播センサー
細胞を用い、RNA ストレス下で TDP-43、FUS が lysosome exocytosis を含む、どのような細胞生
物学的機序によって細胞外腔に放出されるかを薬理学的、遺伝学的手法により明らかにする。さ
らに FUS の翻訳後修飾が可溶性に与える影響について解析する。 
(4) 代謝ストレス、インスリンシグナル伝達経路がアミロイドβ病理に及ぼす影響の解明 
 アルツハイマー病の重要なリスク因子である糖尿病等の代謝ストレス、ならびに密接に関係
するインスリンシグナル経路がアミロイドβ病理の形成に与える効果について、細胞内ストレ
ス、インスリン受容体基質（IRS1,2）との関連を踏まえて in vivo での検証を行う。 
 
４．研究成果 
(1) タウが細胞ストレスによって変性し、伝播する機序の解明： 
In vivo 微小透析膜法を用いてマウス脳から間質液を回収し、タウ蓄積依存的に出現する数百キ
ロダルトン以上のタウ分子種がバイオセンサー細胞に対して seed 能を示す凝集核タウ分子種で
あることを示した。神経細胞から脳間質液に放出されたタウが、glymphatic system（グリアリン
パ系）の働きにより aquaporin-4 (AQP4)依存的に、脳脊髄液 (CSF) に向けて除去されていること
を見出し、さらに CSF から脳実質へのタウの移行に対する AQP4 の影響について解析した。
AQP4 欠損マウスにおいては CSF から脳実質へのタウ再流入も野生型マウスと比して抑制され
ていることを見出し、AQP4 がタウの脳間質液-脳脊髄液間のタウ移行に双方向性に関与するこ
とが明らかになった。さらに in vivo の脳において脳間質液中に存在するタウタンパク質がグリ
アリンパ系により排出されるメカニズムを精査し、アミロイド β 沈着による細胞外ストレスが
グリアリンパ系による排出を抑制することが、アルツハイマー脳におけるタウ蓄積の一因であ
る可能性を示唆した。 
(2) α シヌクレインがリソソームストレスによって変性し、伝播する機序の解明：α シヌクレイン
凝集体を内在化させたミクログリアやニューロンに対して、リソソーム過積載をもたらすクロ
ロキンを投与すると、ミクログリアから α シヌクレインが速やかに分泌されることを見出した。
この α シヌクレインは生化学的に不溶性であり、かつシード能を有することを確認した。ノック
ダウン実験から、この分泌は LRRK2 および基質 Rab10 に依存することを見出した。α シヌクレ
イン凝集体を細胞に投与すると、LRRK2 が活性化してその特異的基質である Rab10 のリン酸化
が亢進することを、神経系・非神経系を含む複数の細胞種において明らかにした。この時、LRRK2
と Rab のリソソーム膜上への局在化が生じていることを、proximity ligation assay 法による検討
により実証した。リソソームストレス負荷時のミクログリアからの α シヌクレイン分泌に関わ
る遺伝子・化合物を探索し、候補因子としてスフィンゴミエリナーゼ阻害薬 GW4869 などを 



同定した。α シヌクレイン凝集体がミクログリア等貪食細胞に取り込まれた後、エクソソームの
外面に結合した形で放出され、伝播に寄与することを明らかにした。リソソームストレス負荷時
の内容物放出と LRRK2-Rab10 経路活性化に関与する因子のスクリーニングにより、LRRK2 以
外のキナーゼ群ならびにその阻害因子を同定した。 
(3) TDP-43、FUS が変性し、伝播する機序の解明： FUS の細胞質局在と自己重合の検討に
bimolecular luminescence/fluorescence complementation 法を利用して培養細胞に発現することによ
り、特定アルギニン残基の脱メチル化が FUS の重合を促進する可能性を見出した。また arsenite
によるストレス顆粒形成と TDP-43 局在の生じる条件を検証した。FUS が細胞核に局在せず細胞
質に局在し、凝集物を形成する過程において、アルギニン残基の脱メチル化が重要であることを
見出した。培養細胞にストレス顆粒を形成させ、TDP-43 を局在させることに成功した。代謝ス
トレスを負荷した AD モデルマウスに化学シャペロンである TUDCA を投与することによりア
ミロイド β の蓄積を低減可能であることを示し、またこの過程に Sirt 1 が関与している可能性を
示唆した。FUS タンパク質の不溶化・蓄積を、カゼインキナーゼ１による FUS のリン酸化が抑
制し、可溶性画分中に存在する FUS の量を増大させることを実証した。 
(4)代謝ストレス・インスリンシグナルと変性タンパク質凝集蓄積に関する検討：IRS-1 欠損マウ
ス脳においては、IRS-2 欠損マウスにおいて観察されるアミロイド β 蓄積の顕著な抑制が生じな
いこと、また脳内インスリンシグナルの主要成分は IRS-2 経路であることを実証した。代謝スト
レスを負荷したアルツハイマー病モデルマウスに、脳以外の全身組織において NAD 分解酵素
CD38 を抑制する阻害薬を投与することにより、全身組織のみならず脳においても NAD レベル
が低下し、アミロイド β 蓄積も低下傾向を示すことから、全身組織における代謝ストレスが、間
接的に何らかのシグナルを脳に送り、アルツハイマー病変化を助長する可能性を示した。 
 
以上のごとく、3 年次に及ぶアルツハイマー病、パーキンソン病、タウ蓄積症、運動ニューロ

ン疾患等に関する多面的な解析により、主要な神経変性疾患において、それぞれ固有の細胞スト
レス因子が、神経変性を促進すること、また ER~リソソームストレス等の共通要因がそれを助長
することが判明し、今後の予防・治療標的の同定に大きな手掛かりを与えることが可能となった。 
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