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研究成果の概要（和文）：HRD1 は小胞体の変性タンパク質の分解を促進し、アルツハイマー
病の原因タンパク質アミロイドβの前駆体 APP を基質とする。本研究では、アルツハイマー
病患者脳において HRD1が酸化ストレスにより不溶化することで減少する可能性を示した。ま
た、HRD1 と類似した新規の酵素について、Aβの産生に関与するものを新たに見出した。さ
らに、タンパク質の凝集を阻害することで、パーキンソン病に関連したタンパク質の蓄積を防

ぐ薬物を作成した。 
 
研究成果の概要（英文）：HRD1 promotes degradation of unfolded proteins in the 
endoplasmic reticulum as a ubiquitin ligase. In the present study, we suggest the possible 
involvement of oxidative stresses in the decrease of HRD1 protein, which promotes 
degradation of amyloid precursor protein (APP), in the brain of Alzheimer’s disease (AD) 
patient. Furthermore, we found another ubiquitin ligase, which is involved in the amyloid β 
production. In addition, we synthesized some compounds, which prevent unfolded protein 
accumulation involved in Parkinson’s disease. 
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１．研究開始当初の背景 
	 アルツハイマー病、パーキンソン病および
脳梗塞などの脳神経変性疾患の発症機序は
不明で、根本的治療法も確立されていない。
したがって、抗脳変性疾患薬の創製は脳科学
研究および医療における重要な課題である。

申請者らがこれらの疾患の原因の一つとし
て注目してきたものに、小胞体ストレスがあ
る。小胞体はタンパク質の折りたたみや修飾
を担う細胞内小器官であり、小胞体に変性タ
ンパク質が蓄積した状態が小胞体ストレス
である。私たちは、脳変性疾患における神経
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細胞死に小胞体ストレスが関わることを示
してきた。また、変性タンパク質の凝集・蓄
積を防止する薬物（小胞体ストレス抑制薬）
の脳変性疾患予防・治療薬としての開発が期
待されている。 
	 私たちはこれまでの研究で、小胞体ストレ
スを抑制する因子として、小胞体シャペロン
である protein-disulfide isomerase（PDI）
と、それと結合する ubiquilin の小胞体スト
レス抑制作用とその分子機構について新知
見を得ている。とくに、PDIはその触媒活性
部位にある cysteine の SH 基が一酸化窒素
NO によってニトロシル化されることで活性
が低下し、小胞体ストレスが惹起されること、
さらに、PDIのニトロシル化がアルツハイマ
ー病などの神経変性疾患患者に見られるこ
とを明らかにし、ニトロシル化による小胞体
ストレスと神経変性疾患の因果関係を世界
で初めて提唱した。 
	 また、私たちは、変性タンパク質を小胞体
より排出し、その分解を促進する ERADに関
与するヒト新規遺伝子 HRD1 のクローニン
グに成功しており、HRD1が脳神経細胞に発
現し、小胞体ストレス抑制作用を有すること
を証明している。さらに HRD1はパーキンソ
ン病の原因タンパク質の一つと考えられる
Pael 受容体の分解を促進し、Pael 受容体蓄
積に伴う神経細胞死を抑制することを示し、
その分解機構の詳細を明らかにしている。最
近、私たちは、アルツハイマー病発症に関わ
るβアミロイド（Aβ）の前駆体タンパク質
（APP）も HRD1の基質となることを見出し
ており、HRD1 の発現増加によって APP の
分解が促進され Aβの産生が減少することを
示した。一方、HRD1 の発現低下は APP の
蓄積と Aβの産生増加をもたらし、小胞体ス
トレスを伴う神経細胞死が誘発されること
を明らかにした。さらに、アルツハイマー病
患者の死後大脳皮質において、HRD1のタン
パク質量が低下していることも見出し、アル
ツハイマー病発症機構に、HRD1発現低下に
よる ERAD の破綻と小胞体ストレスが関与
する可能性を初めて明らかにした。 
	 また、私たちは、ケミカルシャペロンとし
て 知 ら れ て い る 4- フ ェ ニ ル 酪 酸
（4-phenylbutylic acid、4-PBA）が、変性タ
ンパク質の凝集を抑制することを物理化学
的に実証した。さらに、4-PBAは SH-SY5Y
細胞において Pael 受容体の蓄積を防ぎ、ま
た Pael 受容体蓄積による小胞体ストレスと
神経細胞死を抑制することを見出し、4-PBA
のパーキンソン病への治療的応用の可能性
を示した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、HRD1 が関与する ERAD 機
構の破綻と脳変性疾患の発症の関連性につ

いて明らかにする。これまでの研究で、アル
ツハイマー病患者の死後脳において、HRD1
タンパク質の減少が見られ、HRD1の減少に
よって Aβの産生が増加することが示された
ことから、ERAD機構の破綻とアルツハイマ
ー病の発症関連性が示唆される。このことを
証明するため、HRD1のヘテロノックアウト
マウスがアルツハイマー病様の症状を発症
するか検討する。さらに、HRD1タンパク質
の減少の原因を明らかにし、ERAD機構には
代償機構があり、ERAD機構の破綻は HRD1
の減少のみでは説明できないと考えられる
ため、さらに HRD1以外に ERADに関与す
ると考えられる新規遺伝子の同定を行い、
HRD1 と比較しながらその機構を明らかに
するとともに、アルツハイマー病への関与を
検討する。 
	 また、4-PBAはその作用を発揮するのに数
mMの濃度を必要とするため、より低濃度で
作用するケミカルシャペロンの開発が必要
である。そこで、4-PBAをシーズにした誘導
体を作成し、その構造活性相関を明らかにす
る。活性は in vitro評価系によって選別し、
つぎに Pael 受容体発現神経細胞標本を用い
て、小胞体ストレス抑制／神経細胞死抑制活
性について検討を行う。さらに、他の神経変
性疾患関連タンパク質（Aβやα-シヌクレイ
ン、ポリグルタミンタンパク質等）に対する
凝集抑制作用について検討する。 
 
３．研究の方法 
本研究計画は主に以下の 3点について行った。 
(1)アルツハイマー病における HRD1タンパ
ク質の減少の原因を明らかにし、HRD1ノ
ックアウトマウスがアルツハイマー病様
の症状を発症するか検討する。 

(2)新規 ERAD分子の機能解析を行い、アル
ツハイマー病への関与を検討する。 

(3)4-PBAをシーズにした誘導体を作成し、
その構造活性相関を明らかにし、4-PBA誘
導体の神経変性疾患関連タンパク質凝集
抑制作用および神経細胞死抑制作用につ
いて検討する。 

 
４。研究成果 
(1)HRD 発現低下によるアルツハイマー病発
症機構の解析 

①HRD1 の不溶化機構について明らかにす
るため、アルツハイマー病と関連がある A
β、tau、小胞体ストレス、および酸化ス
トレスによる HRD1 の不溶化の可能性に
ついて検討を行った。その結果、HRD1お
よびHRD1と複合体を形成する SEL1Lは、
Aβ、tau および小胞体ストレスの負荷に
よっては不溶化しないことが、神経細胞お
よびマウスを用いた実験によって明らか
となった。一方、酸化ストレスである過酸



 

 

化水素、ロテノン、4-ヒドロキシノネナー
ルは、HRD1および SEL1Lの不溶化を引
き起こすことが判明した。さらに、これら
の酸化ストレス薬物は、HRD1の細胞内凝
集体（アグリソーム）の形成を誘導するこ
とが示された。したがって、HRD1 や
SEL1L は酸化ストレスによって、小胞体
から排出され、凝集体を形成して不溶化す
る可能性が示唆された。 

②HRD1 がアルツハイマー病患者脳および
tau トランスジェニックマウス脳において、
リン酸化 tauと局在が一致することが判明
した。また、HRD1が tauを基質とするこ
とが、最近の報告で明らかになったことか
ら、HRD1と tauの関連性が示唆された。 

③HRD1 の減少とアルツハイマー病発症の
関連性を明らかにするため、HRD1のノッ
クアウトマウスがアルツハイマー病の症
状を呈するか検討した。その結果、Aβの
産生量に関しては、HRD1ノックアウトマ
ウスで低下する傾向にあった。この Aβ産
生に関する結果は、神経細胞における結果
と相反するものとなった。これらの結果に
基づいて考察すると、HRD1は Aβの産生
に必要であることが示唆される。今後これ
らの結果に関して、さらにノックアウトマ
ウスの例数を増やし、様々の実験より検証
する必要がある。 

 
(2)APP の代謝に関与するユビキチンリガー
ゼの同定 

①私たちはこれまで、ERADに関与すると予
測される新規のユビキチンリガーゼをバ
イオインフォマティクス的手法で 51 種同
定し、8 種の遺伝子をクローニングした。
本研究課題では、その中から APP のユビ
キチン化と分解に関与するユビキチンリ
ガーゼとして RNF19B を見出した。興味
深いことに、RNF19の発現抑制は APPの
蓄積が認められるものの、HRD1とは逆に
Aβの産生量が低下することから、HRD1
と異なる機構で APP の代謝に関与する可
能性が示唆された。また、RNF19Bと相同
性が高いユビキチンリガーゼに Dorfin
（RNF19A）があるが、Dorfinも RNF19B
と同様の結果となったことから、同じ機構
で APP の代謝に関与していると考えられ
る。 

②RNF19B と Dorfin が、Aβの産生におけ
るいずれのステップに関与するか検討し
たところ、γ−セクレターゼによる APPの
C末端断片（CTF）の切断に関与すること
が明らかとなった。そこでさらに、同じγ
−セクレターゼの基質である Notch 切断へ
の RNF19Bと Dorfinの関与を検討したと
ころ、Notchの切断には影響しないことが
証明された。これらの結果より、RNF19B

と Dorfinは、γ−セクレターゼによる APP
特異的なプロセシングに関与することが
示された。したがって、RNF19Bや Dorfin
もしくはその関連分子をターゲットとし
た薬物は、これまで副作用が問題となって
いるγ−セクレターゼ阻害薬とは異なり、
Notchに影響しない Aβ産生抑制薬として、
新しいアルツハイマー病治療薬となる可
能性が考えられる。 

 
(3)4-PBA 誘導体の作成と抗神経変性疾患作
用の解析 

①これまで私たちは、タンパク質凝集抑制作
用を有するケミカルシャペロンの一つで
ある 4-フェニル酪酸（4-PBA）の誘導体を
合成し、in vitro においてその凝集抑制作
用ならびに神経細胞死に対する保護作用
を検討してきた。今回は、新たな誘導体を
合成し、変性タンパク質の凝集抑制作用を
in vitro で検討し、さらにパーキンソン病
発症の原因の一つとされる Pael 受容体の
蓄積に由来する神経細胞死について、培養
神経細胞を用いて、細胞死保護作用を検討
した。その結果、各種構造によりタンパク
質凝集抑制作用が異なり、4-PBAより高活
性の誘導体が得られた。また、小胞体スト
レス抑制作用や Pael 受容体の蓄積に関し
ても、4-PBAより作用の強い誘導体が得ら
れ、これら新規化合物の神経変性疾患治療
薬への応用が期待できる。 
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