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研究成果の概要（和文）：  

IPAS の細胞死制御機構の解析を行った結果、IPAS はミトコンドリアにおいて Bcl-xLなどの生
存促進性の Bcl-2 ファミリータンパク質と結合することがわかり、ミトコンドリア脱共役剤の
CCCP 依存的に PINK1 および Parkin と結合しユビキチン化され分解をうけることがわかった。
in vivo での神経細胞死における IPAS の生理機能の解明のため、IPAS ノックアウトマウスの作
製を行いキメラマウスの作製まで完了した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

As a result of the analysis about regulatory mechanism of IPAS- induced cell death, we 
have shown that IPAS was bound to pro-survival Bcl-2 family proteins, such as Bcl-xL. 
Furthermore, IPAS was bound to PINK1 and Parkin in a mitochondria uncoupler, 
CCCP-dependent manner, leading to ubiquitination and degradation of IPAS. To elucidate 
the physiological function of IPAS in neuronal cell death in vivo, we performed the 
production of IPAS knockout mouse. We have already obtained IPAS chimera mice. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究で主な研究対象として解析する
IPAS(Inhibitory PAS domain protein)はそ
もそも、低酸素応答の転写抑制因子として発
見された。低酸素応答機構では、HIF-1alpha
とそのファミリー分子が重要な基本因子で
あることがわかっている。通常酸素濃度にお
いて HIF-1 alpha はプロリン残基を HIF-プロ
リン水酸化酵素(PHD)によって水酸化される。
水酸化された HIF-1 alpha は pVHL と相互作
用した後にポリユビキチン化され、26S プロ
テアソーム依存的にタンパク質分解される。
それに対して低酸素状態 やコバルトイオン
によって、HIF-1 alpha は安定化し、核内に

移行して Arnt と結合し HRE 配列を介して、
TH やエリスロポエチン、VEGF などの標的遺
伝子の転写を活性化する。IPAS は核内におい
て Arnt と競合して HIF-1alpha とヘテロダイ
マーを形成し、HIF-1 の HRE 配列への結合を
阻害することで転写活性化能を抑制してい
ることが既に示されている。 

IPAS は、転写因子 HIF-1 alpha と相互作用
することから、その機能は核内のみで発揮さ
れるものと思われていた。ところが、申請者
の詳しい解析の結果、IPAS は核だけでなく細
胞質のミトコンドリアにおいて強く局在す
ることがわかった。さらに、免疫沈降法と
FRET を用いた解析から、IPAS はミトコンド
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リアで Bcl-xLと結合し、その機能を阻害する
ことでミトコンドリアの凝集と細胞のアポ
トーシスを引き起こすという予想外の機能
があることが判明した。この機能と局在には
IPASのC末側の配列が重要であることがわか
った。また siRNA を用いた実験から IPAS は
コバルト投与による酸化ストレス依存的な
神経細胞死において必須の役割を担うこと
がわかった。 

IPAS は中枢神経の小脳で恒常的に発現す
ることが既に示されていた。また IPAS は申
請者の以前の研究において、酸化ストレスや
NF-kappaB 経路依存的に発現誘導が起こるこ
とがわかっていた。パーキンソン症を引き起
こす薬剤の MPTP（メチルフェニルテトラヒド
ロピリジン）は血液脳関門を構成するグリア
細胞内においてMPP+に変換後に神経細胞内の
ミトコンドリアの複合体 Iを阻害し神経変性
の 原 因 と な る 酸 化 ス ト レ ス の 発 生 と
NF-kappaB の活性化を引き起こすことが知ら
れていた。このため、IPAS とパーキンソン症
との関連を解析するために申請者が予備実
験を行ったところ、MPTP によって中脳黒質周
辺の組織で IPAS の発現上昇が起こることが
わかった。 

神経変性疾患の中でもパーキンソン病は
10 万人当たり約 100 人の発症率を持つ代表
的な疾患の一つであり、近年のように平均寿
命が延長した社会においては人々の QOL を
低下させる重大な要因だと考えられ治療法
の開発が急務であると言える。近年、パーキ
ンソン病の原因遺伝子の解明が急速に進む
と同時に、酸化ストレスとミトコンドリア機
能障害が原因として注目を集めている。ミト
コンドリアの凝集、融合は内因的な酸化スト
レスを抑制するための防衛機構として起こ
るが、損傷を起こしたミトコンドリアを選択
的に取り除くことができない緊急事態であ
る。このような異常状態は、パーキンソン症
の発症と深く関連しており、パーキンソン病
に関わる遺伝子（Parkin 等）の正常型はミ
トコンドリアの分裂を促進することで異常
になったミトコンドリアを除去しようとす
る。ミトコンドリア選択的なオートファジー
の解明が行われるにつれてこの細胞内小器
官の注目度が現在増しており、まさに今大き
く発展している研究対象である。そのような
研究分野において、動的制御の新たな調節因
子を発掘し解明することは、未解明な点が多
く残されているこの分野に対して研究発展
の推進力を与えるという大きな意義を持つ
ことが考えられた。 

また、低酸素抑制因子 IPAS のさらなる解
析は、「酸化ストレス」と「低酸素」という
一見して逆の生命現象を繋げる新たな分子
間ネットワークを築くことが考えられた。
IPAS は Bcl-2 でなく Bcl-xL特異的に結合し

作用することから、今まで Bcl-2 との差が明
確に定義されにくかった Bcl-xL の固有の機
能を明らかにすることができると予測でき
た。ノックアウトマウスの作製は、パーキン
ソン症とその際の神経細胞死への IPAS の関
与の解明という研究全体の中心命題の完遂
を与えることが期待でき、そして次なる疾患
治療薬の開発というステージにおいて、多く
の重要な知見をもたらすと考えられた。 

このような経緯を踏まえ、パーキンソン症
を起こすような酸化ストレス下において、
IPAS が発現誘導されミトコンドリアにおい
て Bcl-xLに結合し、細胞のアポトーシスが起
こりパーキンソン症の一因となっている可
能性を考慮し、本研究を計画した。 
 

 

２．研究の目的 
これまでの申請者の研究過程を踏まえて、本
研究において、 
(1)神経細胞死におけるIPASの細胞死制御機
構の解析を行うこと 
(2)IPASノックアウトマウスを作製すること
でin vivoでの神経細胞死におけるIPASの生
理機能の解明すること 
を目的とする。 
上記二点の目的を達成するために明らかに
する点は以下の4点である。 
1)低酸素応答抑制因子とアポトーシス促進因
子という二面性を持つIPASの制御機構の解
明 
2)IPASとBcl-XL間の結合領域、結合様式の解
明 
3)IPASノックアウトマウスを用いたMPTPなど
の処理によるIPASの神経細胞死への関与の
解明 

4)IPAS ノックアウトマウスを用いた自然
環境かでの IPAS の神経細胞死への関与の解
明 
 

３．研究の方法 

上記の研究目的を達成するための工夫とし
て、以下の手法で研究を進める。「培養細胞
を用いた、IPAS の分子細胞生物学的な機能解
析」と「ノックアウトマウスを用いた、神経
細胞死に対する IPAS の生理機能の解析」と
いう大きな二つの枠組みに分け、実験を行う。
「培養細胞を用いた、IPAS の分子細胞生物学
的な機能解析」においては、PC12 細胞などの
哺乳類培養細胞において、細胞内のシグナル
伝達経路を活性化する薬剤やたんぱく質を
用いて、IPAS の機能や局在の変化を細胞染色、
免疫沈降法、FLIM-FRET 法などを用いて解析
する。「ノックアウトマウスを用いた、神経
細胞死に対する IPAS の生理機能の解析」で
は IPAS の細胞死に関わるエキソンだけを欠
失した単純 Null のノックアウトマウスを作

http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB%E3%83%95%E3%82%A7%E3%83%8B%E3%83%AB%E3%83%86%E3%83%88%E3%83%A9%E3%83%92%E3%83%89%E3%83%AD%E3%83%94%E3%83%AA%E3%82%B8%E3%83%B3
http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB%E3%83%95%E3%82%A7%E3%83%8B%E3%83%AB%E3%83%86%E3%83%88%E3%83%A9%E3%83%92%E3%83%89%E3%83%AD%E3%83%94%E3%83%AA%E3%82%B8%E3%83%B3


 

 

製し、MPTP 投与を行い中脳黒質の細胞死への
効果を RT-PCR、Western blotting、in situ
ハイブリダイゼーション法、免疫組織化学法
などの方法で解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) IPAS は生存促進性の Bcl-2 ファミリータ
ンパク質の中でも特に Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1
と相互作用することがわかった（図 1）。さら
に FLIM-FRET を用いた解析によって IPAS と
Bcl-xLが生細胞内で近傍に位置し直接相互作
用することがわかった。IPAS はこれらの生存
促進性の Bcl-2ファミリータンパク質に結合
し、Bax との結合を競合することで、細胞死
を促進することがわかった（図 2）。これらの
結果を国際雑誌にて発表した。 

さらに Bcl-xLと IPAS との結合における重
要な配列を明らかにするため、IPAS の欠失変
異体を作製し、FLIM-FRET 法を用いて観察し
た結果、IPAS の C 末側の 217-230 アミノ酸が
Bcl-xLとの結合に必要であることがわかった。 
 
(2) EGF のような生存刺激によって、IPAS の
細胞質局在の増強が弱く起こることがわか
った。それに対して、DNA 損傷を引き起こす
カンプトテシンや鉄キレート剤のデフェロ
キサミン、低酸素のようなストレスによって
IPAS のミトコンドリアへの局在の増加が引
き起こされると同時に、これまで見られなか
った細胞質でのドット状という新たな局在

が観察された。 
 
(3)ミトコンドリアにおける IPASとパーキン
ソン病原因因子 PINK1-Parkin 経路との関連
性に注目した。その結果、IPAS はミトコンド
リア脱共役剤の CCCP 依存的に PINK1 および
Parkin と結合し、その下流でユビキチン化さ
れプロテアソーム依存的な分解をうけるこ
とがわかった（図３、図４）。 

IPAS 欠失変異体を用いた解析で、この結合
は Bcl-xLと同様に IPAS 特異的な C 末端側で
起こることがわかった。さらに Parkin siRNA
を用いた解析によって、内在性 Parkin によ
って IPAS がユビキチン化を受けることが示



 

 

された。これらの結果から PINK1-Parkin 経
路が IPAS を分解することで、その発現量を
制御し、IPAS 依存的な神経細胞死から細胞を
保護していることが考えられる（図５）。 

 
(4) IPAS の C 末端ペプチドを抗原とした抗体
を作成して実験に用いたところ、実験的パー
キンソン病誘発剤である MPTP 投与されたマ
ウスの中脳黒質を含む中枢神経全般で IPAS 
mRNA およびタンパク質の発現量が増大し、そ
の局在は核ではなく細胞質であることがわ
かった（図 6、図 7）。この結果はパーキンソ
ン病において、IPAS の発現量が増大し神経細
胞死を引き起こしている可能性を示唆して
いる。 

 
 
(5)IPAS ノックアウトマウスは理研 CDB との
共同研究で作製が行われた。IPAS 特異的なエ
キソン 16 を欠失させるベクターを作製し、
ES 細胞に導入した後、サザンブロッティング
法及び PCR 法を用いて、変異が導入された ES
細胞のコロニーを取得した。その後相同組み
換え体の ES細胞のインジェクションを行い、
10 匹のキメラマウスを得た。さらに追加のキ
メラマウスも作成中である。既に入手した 10
匹のキメラマウスを C57BL/6J マウスを掛け
合わせた結果、F1 マウスを得ることができ、
現在遺伝子欠失に関して測定中である。今後
ノックアウトマウスを作製しさらなる解析
を行う予定である。 
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