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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を基質とする酵素である。本研究では、アルツ
ハイマー病患者脳における HRD1 減少機構として、酸化ストレスの可能性を示した。また、
HRD1を欠損した遺伝子改変マウスがアルツハイマー病を発症するか評価した。さらに、HRD1
と同様に小胞体の変性タンパク質を分解促進する新規の酵素について、APPの代謝に関与する
ものを新たに見出した。 
 
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 evaluated whether HRD1 knockout mice exhibited the 
phenotypes of AD. In addition, we found another ubiquitin ligase, which is involved in the 
APP protein metabolism. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 アルツハイマー病、パーキンソン病などの
神経変性疾患の発症機序は不明で、根本的治
療法は確立されていない。したがって、抗神
経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。研究代表者が

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、この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。最近、神経変性疾患における神経細胞死
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に小胞体ストレスが関わると考えられるよ
うになり、小胞体への変性タンパク質の蓄積
を防止する薬物（小胞体ストレス抑制薬）の
神経変性疾患予防・治療薬としての応用と開
発が期待されている。 
	
 研究代表者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、修復不能な変
性タンパク質を小胞体より排出し、プロテア
ソームにより分解する、小胞体関連分解
（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た。そして、HRD1
がタンパク質の分解に関わるユビキチンリ
ガーゼ活性を有することを見出し、小胞体ス
トレス抑制作用を有することを証明してい
る。さらに研究代表者は、脳虚血に伴いマウ
ス脳において、HRD1の発現が誘導されるこ
とを示した。また、HRD1がマウスおよびヒ
ト脳の海馬、黒質緻密層、小脳プルキンエ細
胞など、神経細胞特異的に存在することを免
疫組織化学的に明らかにした。 
	
 これらの結果を基に研究代表者は、HRD1
の基質となる神経変性疾患関連タンパク質
の同定を行い、Pael受容体（家族性パーキン
ソン病の原因遺伝子であるユビキチンリガ
ーゼParkinの基質タンパク質）を見出した。
HRD1 はこの Pael 受容体のユビキチン化と
分解を促進し、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示
した。さらに、Pael 受容体の分解における
HRD1 分子の各領域の詳細な役割を明らか
にし、HRD1の分子機構について新たな知見
を得た。最近、研究代表者は、APP（アミロ
イド前駆体タンパク質：アルツハイマー病発
症に関わる Aβの前駆体タンパク質）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。
また、HRD1 の発現低下は APP の蓄積と A
β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（図）。さらに研究代
表者は、HRD1発現誘導機構についての解析
を行い、小胞体ストレスによる HRD1の誘導
に、小胞体ストレス応答転写因子 ATF6 と
XBP1 が関与することを見出した。さらに、
ATF6とXBP1を強制発現するとHRD1が誘
導され、APPの分解と Aβの産生が低下する
ことを明らかにした。また、ATF6 と XBP1
は Pael 受容体の分解促進に対しても有効で
あったことから、ATF6 や XBP1 による
HRD1 をはじめとした ERAD 介した変性タ
ンパク質分解作用が、アルツハイマー病やパ

ーキンソン病の治療に応用できる可能性を
新たに示した。 

	
 研究代表者は上記の研究成果に基づき、ア
ルツハイマー病の原因の一つに ERAD の破
綻が関与すること、ならびに HRD1以外のユ
ビキチンリガーゼもその破綻に関わる可能
性を推測した。そして、新たに新規ユビキチ
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。 
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では以下の研究を通して、HRD1が
関与する ERAD 機構の破綻とアルツハイマ
ー病発症の関連性の解明を目指した。 
 
(1) アルツハイマー病患者脳における ERAD
破綻と Aβ産生の機構について詳細に解
析する。 

(2) ERAD 機構の破綻とアルツハイマー病発
症の関連性を証明するため、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。 

(3) 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。そこで、さらに
HRD1以外にERADに関与すると考えら
れる新規遺伝子の解析を行い、HRD1 と
比較しながらそのAPP分解機構を明らか
にする。また、新規 ERAD分子の発現減
少によるアルツハイマー病への関与を検
討する。 

 
 
３．研究の方法 
(1) これまでの予備的実験では、基質タンパ
ク質の負荷が HRD1 タンパク質の減少を
引き起こす可能性が示されていた。そこ

で、アルツハイマー病患者脳における

HRD1 タンパク質減少の機構を解明する
ため、 APP などの HRD1 基質負荷によ

図．HRD1の減少によるアルツハイマー病発症機構 

 



る HRD1 減少機構について解析した。ま
たさらに、新規 ERAD分子をはじめとし
た小胞体ストレス関連分子の発現量の変

化について、mRNA 量とタンパク質量の
変化について解析し、HRD1 と同様に減
少しているものがあるか検討した。  

(2) HRD1 ノックアウトマウスを用いて、
HRD1 減少に伴いアルツハイマー病が発
症するかを検討した。具体的には、Aβの
産生が増加するか、免疫組織学的に Aβ
の沈着やタウタンパク質の蓄積が観察さ
れるか、さらに個体の学習記憶能力に低
下が見られるか、行動科学的な解析を行
った。  

(3) RNAiを用いた新規 ERAD遺伝子の発現
抑制によって、APPの蓄積や Aβの産生
増加が認められるか検討した。分解に関
与する可能性があるものに関して、新規
ERAD 遺伝子の過剰発現によって APP
タンパク質分解が促進されるか、さらに、
それによって Aβの生成が減少するかを
検討した。また、APPの分解に関与する
新規ERAD関連分子について抗体を作成
し、細胞内局在や脳内局在について解析
した。  

	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1) 今回私たちは、HRD1 タンパク質の減少
機構について検討を行った。まず、基質
である APP負荷によって、HRD1が減少
するか検討したところ、APP過剰発現に
よる内在性HRD1タンパク質の減少は認
められなかった。また、APPと Presenilin
の過剰発現により、Aβの産生を増加させ
たところ、HRD1 のタンパク質量が増加
したため、Aβが HRD1 タンパク質の減
少の原因ではないことが明らかとなり、
HRD1 は Aβによる小胞体ストレスによ
って誘導されることが判明した。一方、
AD 患者の大脳皮質を 1% NP-40 の可溶
性画分と不溶性画分に分離し、HRD1 の
タンパク質量を非 AD 患者群と比較した
ところ、AD 患者の可溶性画分で HRD1
タンパク質が減少し、不溶性画分で増加
していることが明らかとなった。このこ
とから、HRD1 タンパク質の減少は、何
らかの理由により凝集し、不溶化したた
めであることが示唆された。そこで、
HRD1 タンパク質減少の原因として、
種々の酸化ストレスや小胞体ストレスな
どを検討したところ、HRD1 および
HRD1 と複合体を形成する SEL1L が、
過酸化水素で不溶化することが明らかと
なった。一方、小胞体ストレスでは HRD1
と SEL1Lの不溶化が認められなかった。
この結果より、アルツハイマー病の発症

機構として、酸化ストレスによる HRD1
と SEL1Lの不溶化と、それに伴うERAD
の破綻が関与する可能性を新たに示され
た。また、HRD1 のタンパク質量（可溶
性および不溶性画分）と Aβの産生量に
ついて解析したところ、高い相関性があ
ることが明らかとなった。このことから、
AD の病態形成に関与する Aβと HRD1
の関連性が、人においても証明された。  

(2) HRD1 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。Y 字迷路を用
いた解析の結果、HRD1 ノックアウトマ
ウスで、記憶力が低下する傾向が認めら
れた。一方、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
あり、さらに記憶学習機能に重要である
ことが示唆された。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。 

(3) APPの分解に関与するHRD1以外の新規
ユビキチンリガーゼとして RNF19B
（FLJ90005）を見出し、APP をユビキ
チン化、分解促進することを明らかにし
た。一方、RNF19Bを発現抑制した場合、
HRD1 と同様に APP が蓄積したものの、
HRD1とは異なり、Aβの産生は低下し、
アポトーシスは惹起されなかったことか
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。この結果より、
RNF19Bや Dorfinの阻害薬は、Aβ産生
抑制薬として、新しい作用機序に基づく
アルツハイマー病治療薬となる可能性が
期待される。今後は、それらのユビキチ
ンリガーゼの基質を同定し、APPの代謝
機構について明らかにしたい。また、新
規ユビキチンリガーゼについてその脳内
局在を検討したところ、そのほとんどが
神経細胞に発現しており、グリア細胞に
は発現していないことが明らかとなった。
この結果から、ERAD が神経細胞の機能
に重要であることが示唆される。さらに、
新規ユビキチンリガーゼについて小胞体
ストレス抑制作用を検討したところ、
RNF185 （ FLJ38628 ）、 RNFT1
（LOC51136）、RNF145（FLJ31951）



が小胞体ストレスによる神経細胞死を抑
制することが明らかとなった。この結果
から、これらのユビキチンリガーゼは
ERADに関与し、HRD1と同様に小胞体
に蓄積した変性タンパク質を分解除去で
きることが示された。siRNA を用いて
HRD1を発現抑制すると、同じく ERAD
に関与するユビキチンリガーゼで、家族
性パーキンソン病の原因遺伝子の一つで
あるある Parkinの発現が誘導された。こ
とから、HRD1 が関与するタンパク質分
解に関して、Parkinが代償的に働いてい
る可能性が示唆された。一方、AD患者の
大脳皮質においてHRD1のタンパク質量
が減少していることから、AD脳において
Parkin の発現誘導が認められるか検討
したところ、Parkinの発現量は健常者と
差がなかった。このことから、AD脳にお
いては Parkin の代償機構は機能してい
ないことが示された。今後はさらに、
HRD1 ノックアウトマウスにおいて、
Parkin の発現誘導について検討し、AD
における神経細胞死に Parkin の代償機
構の喪失が関与するかを明らかにする予
定である。	
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