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研究成果の概要（和文）：これまでの研究で、小胞体のタンパク質分解系に関与するヒト新規ユビキチンリガーゼ遺伝
子HRD1がアルツハイマー病（AD）発症に関わるアミロイドβ（Aβ）の前駆体タンパク質（APP）の分解を促進すること
で、Aβの産生量を減少させることを見いだした。さらに、AD患者の死後大脳皮質においてHRD1のタンパク質量が低下
していることを明らかにした。本研究では、HRD1の減少の原因としてHRD1タンパク質の不溶化の可能性を示し、酸化ス
トレスによってHRD1が不溶化することを証明した。以上の結果を通して私たちは、AD発症機構にHRD1不溶化によるタン
パク質分解系の破綻が関与する可能性を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The E3 ubiquitin ligase HRD1 is found in the endoplasmic reticulum membrane (ER) o
f brain neurons and is involved in ER-associated degradation. We previously demonstrated that suppression 
of HRD1 expression in neurons causes accumulation of amyloid precursor protein, resulting in amyloid beta 
(Abeta) production associated with ER stress and apoptosis. Furthermore, HRD1 levels are significantly dec
reased in the cerebral cortex of Alzheimer's disease (AD) patients because of its insolubility. The mechan
isms that affect HRD1 solubility are not well understood. We here show that HRD1 protein was insolubilized
 by oxidative stress. Furthermore, we reveal that modifications of HRD1 by 4-hydroxy-2-nonenal decreases H
RD1 solubility and the oxidative stress led to the accumulation of HRD1 into the aggresome. Thus, oxidativ
e stress-induced HRD1 insolubilization might be involved in a vicious cycle of increased Abeta production 
and Abeta-induced oxidative stress in AD pathogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病（AD）やパーキンソン
病（PD）などの神経変性疾患に対する現在の
薬物療法は対症療法であり，根本的治療薬の
創製が望まれているが，その基礎として，神
経変性疾患発症機構の解明が必要不可欠で
ある．神経変性疾患に共通してみられる病理
的特徴は，神経組織における変性タンパク質
の凝集・蓄積で，それに起因する神経細胞死
によって神経変性疾患が発症すると考えら
れてきたが，近年，変性タンパク質の蓄積に
よる小胞体機能の破綻が引き起こす小胞体
ストレスが，神経変性疾患の発症に関与する
ことが示されつつある． 
 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，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 （ endoplasmic 
reticulum-associated degradation: ERAD）
に関与するヒト新規遺伝子 HRD1 を単離・同
定した．そして，HRD1 が小胞体膜に局在し，
ユビキチンリガーゼ（プロテアソームによる
タンパク質分解に必要なユビキチンを標的
タンパク質に付加する酵素）活性を有するこ
とを明らかにし，HRD1 がその酵素活性依存
的に小胞体ストレスを抑制することを示し
た（図 1）．さらに，HRD1 の発現誘導機構に
ついて解析を行い，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が関与することを証明した．
一方，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明らかにし，マ
ウス脳において，脳虚血に伴い HRD1 の発現
が誘導されることを示した．私たちはこれら
の結果を基に，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 PD 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
ことを明らかにした．このことは家族性 PD
における神経細胞死が，Parkin のみの破綻で
はなく，HRD1 を含む ERAD 系の破綻が関
与する可能性を示唆している．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，ERAD の分子機
構について新たな知見を得た．また私たちは，
AD 発症に関わる 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，AD 患者の大脳皮
質において，HRD1 のタンパク質量が低下し
ていることを見出し，この HRD1 の発現低下
は Aβの産生と負の相関があること証明した

ことから，AD 発症機構に，HRD1 減少によ
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 1）． 
 また，最近の研究において，AD 患者脳に
おける HRD1 タンパク質の減少は，HRD1
タンパク質の不溶化よる可能性が示され，酸
化ストレスによって HRD1 が不溶化するこ
とも判明した．一方，AD 患者脳や AD モデ
ルマウスにおいて，もう一つの AD の原因タ
ンパク質である神経原線維変化を構成する
リン酸化 tauとHRD1が同じ局在を示すこと
を見出している． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，AD 患者脳における HRD1 の
減少機構とその AD 病変形成への関与を解明
する．これまでの研究で，培養神経細胞にお
いて，HRD1 発現抑制による APP の蓄積と
Aβ産生増加，それに伴う小胞体ストレスと
アポトーシスの誘導が認められた．また，AD
患者の死後脳において，HRD1 タンパク質の
不溶化による減少が認められ，HRD1 のタン
パク質量と Aβの蓄積量が相関することが示
されたことから，HRD1 の減少と AD 発症の
関連性が示唆される．そこで，HRD1 の減少
が AD 発症の原因となることを証明するため，
HRD1のノックアウトマウスがAD症状を呈
するか検討する．また，AD ステージごとの
HRD1 タンパク質量を解析することで，AD
患者における HRD1 タンパク質の減少が，
AD 発症の原因となるか，もしくは結果であ
るかを明らかにする．一方，HRD1 の不溶化
機構を解明するため，酸化ストレスおよび A
β，tau による HRD1 不溶化について検討す
る．また，加齢変化による HRD1 の不溶化に
ついても検討を行う．さらに，それらによる
HRD1 の不溶化がアグリソーム形成による
ものであるか検証する． 
 
３．研究の方法 
(1) AD 患者脳における HRD1 タンパク質の

減少機構を解明する．私たちはこれまで，
AD 患者脳において，HRD1 のタンパク
質が界面活性剤（Nonidet P-40）に可溶
な画分で減少し，その不溶性画分で増加
していることを見出している．また，
HRD1と同じERADに関与するユビキチ
ンリガーゼ Parkin が，様々な酸化ストレ
ス ［ 神 経 毒 （ MPP+, rotenone, 
6-hydroxydopamine）や一酸化窒素（NO），
過酸化水素，ドパミン］などで不溶化し，
凝集体を形成することが報告されている．
そこで，HRD1 も同様にこれらの薬物に
よって不溶化するか検討する．これまで
の予備的実験で，過酸化水素によって
HRD1 が不溶化することが判明したため，
他の酸化ストレスについても検討する． 

(2) HRD1 タンパク質の減少（不溶化）と A
βの産生量には高い相関が認められたが，
HRD1 が AD 発症どの段階で減少するか



は不明である．したがって，これまで神
経細胞で証明してきたHRD1減少による
Aβの産生増加とは逆に，Aβ産生増加に
よる HRD1 タンパク質の減少（不溶化）
の可能性も考えられる．そこで，Aβによ
るHRD1タンパク質の減少について神経
細胞を用いて検討する．具体的には，A
βペプチド添加（外来性 Aβ）による
HRD1 タンパク質の減少，および APP と
Presenilin の共発現による Aβ産生増加
（内因性 Aβ）による HRD1 の減少につ
いて解析する．Aβによる HRD1 の減少
が認められた場合はさらに，Aβによって
HRD1 が不溶化するか否か検証する． 

(3) HRD1 ノックアウトマウスを用いて，
HRD1 減少に伴い AD を発症するか否か
を検討する．具体的には，生化学的およ
び免疫組織学的に Aβ や tau タンパク質
の蓄積が観察されるか検証し，さらに学
習記憶能力の低下が認められるか，Ｙ字
型迷路試験や新奇物質探索試験，水迷路
試験など行動科学的な解析も行う． 

(4) AD 患者において，HRD1 の免疫染色像
が神経原性変化すなわちリン酸化 tau タ
ンパク質と一致することをすでに見出し
ている．そこで，tau タンパク質による
HRD1 の不溶化の可能性についても検討
するため，変異型 tau 過剰発現による
HRD1 の不溶化について解析する． 

(5) これまでの予備的実験で，HRD1 タンパ
ク質が加齢に伴い減少する傾向がヒトお
よびマウス脳で観察された．さらに詳細
を明らかにするため，マウスの加齢に伴
う HRD1 タンパク質および mRNA の量
的変化について解析する．とくに，HRD1
タンパク質の減少が認められた場合，不
溶化しているか検証する． 

(6) Aβが蓄積する変異型 APP（APPswe）
トランスジェニックマウス（Tg2576），
およびリン酸化 tau が蓄積する変異型
tau（tauP301L）トランスジェニックマ
ウス（JNPL3），さらに変異型 APP・
presenilin・tau を発現する 3xTg-AD ト
ランスジェニックマウスにおいて，
HRD1 タンパク質の減少（不溶化）が認
められるか検証する．また，免疫染色に
よって，上記マウスにおける Aβやリン
酸化 tau の蓄積物に不溶化した HRD1 の
凝集物が認められるか確認する．なお，
これまでの予備的実験で，3xTg-AD マウ
スにおいて，HRD1 とリン酸化 tau が共
局在することを見出している． 

(7) これまでの研究で，HRD1 が細胞内凝集
物（アグリソーム）を形成することを見
出している．そこで，酸化ストレスおよ
び Aβ・tau 負荷（前年までの研究で不
溶化が認められれば）によって，HRD1
のアグリソーム形成が促進するか検討し，
HRD1 の不溶化機構を解明する． 

 

４．研究成果 
(1) HRD1 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
Aβ、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。 

(2) HRD1 が 4-HNE による直接修飾を受け
るか否か検討した。その結果、HRD1 は
4-HNE により、分子量が増加し、4-HNE
に対する抗体を用いて HRD1 が 4-HNE
による修飾を受けていることが明らかと
なった。このことから HRD1 は酸化物に
よって修飾を受けることで不溶化する可
能性が示唆された。次に、HRD1 の修飾
部位を質量分析によって同定した。その
結果、 HRD1 の酵素活性に重要な
RING-finger 領域のシステイン残基が酸
化修飾を受けることが判明した。また、
このシステイン残基を保護する目的で、
N-エチルマレイミド（NEM）で前処理し
たところ、4-HNE による分子量増加が
NEM によって抑制された。このシステイ
ン残基は、亜鉛と配位することで、
RING-finger タンパク質の立体構造形成
に重要な部位であり、このシステイン残
基の修飾は、ユビキチンリガーゼ活性の
失活もしくは活性異常を来すことが他の
ユビキチンリガーゼで報告されている。
このことから HRD1 は、酵素活性部位に
あるシステイン残基が酸化修飾を受ける
ことで不溶化・減少する可能性が示唆さ
れた。以上の結果をまとめ、PLOS One
誌に発表した。 

(3) HRD1 は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
ったとことから、HRD1 と tau の関連性
が示唆された。 

(4) 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
ックアウトマウスにおいて、Aβの蓄積量
が増加するか検討した。その結果、24 ヶ
月齢のHRD1ノックアウトマウスにおい



て Aβの蓄積量は、野生型のマウスと有
意な差がないことが判明した。また、マ
ウスの加齢に伴うHRD1タンパク質の量
的変化とくに、HRD1 の不溶化について
解析した。その結果、HRD1 のタンパク
質の不溶化は認められず、HRD1 タンパ
ク質量に変化はなかった。 
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