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研究成果の概要（和文）：神経細胞死の機序に関しては不明な点が多い。本研究では熱ショック蛋白であるHsp70.1を
中心とした蛋白質-膜脂質間相互作用を検索した。オートファジーに関わる分子連関を検索することで、リソソームの
破裂により生じる神経細胞死の全容を究明した。その分子機構には、「calpain-mediated cleavage of carbonylated 
Hsp70.1」があることを発見した。Hsp70.1の機能がカルボニル化とカルパイン分解によって障害されるため、BMPとの
結合が障害され、ASMの機能低下が起きる。その結果スフィンゴミエリンの分解が阻害され膜を安定化するセラミドが
減少しリソソームは破裂する。

研究成果の概要（英文）：Using the monkey experimental paradigm, previously we reported that 
calpain-mediated cleavage of oxidized Hsp70.1 causes neurodegeneration in the hippocampal CA1 sector. 
However, the molecular mechanisms of the lysosomal destabilization/stabilization have not been 
elucidated. To elucidate whether regulation of lysosomal ASM could affect the neuronal fate, we analyzed 
Hsp70.1-BMP binding and ASM activity. We showed that Hsp70.1 being localized at the lysosomal membrane, 
lysosomal lipid BMP levels, and the lipid binding domain of Hsp70.1 are crucial for Hsp70.1- BMP binding. 
Calpain activation and a concomitant decrease in the lysosomal membrane localization of Hsp70.1 and BMP 
levels may diminish Hsp70.1-BMP binding, resulting in decreased ASM activity and lysosomal rupture with 
leakage of cathepsin B into the cytosol. Regulation of ASM activation in vivo by Hsp70.1-BMP affects 
lysosomal stability and neuronal survival or death after ischemia/reperfusion.

研究分野：神経精神医学

キーワード： 認知症
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１．研究開始当初の背景 
 海馬 cornu Ammonis (CA1)のニューロン
は記憶にかかわる重要な役割を担うが、一過
性脳虚血/再灌流負荷に対しては脆弱性を示
す。「カルパイン-カテプシン仮説」によれば、
虚血中、CA1 ニューロンでは Ca2+動員が生
じて、μ-カルパインが活性化される。活性型
μ-カルパインはリソソーム膜に移動して特定
の基質を切断するため、膜の安定性が崩れリ
ソソームは破裂する。その結果、カテプシン
B、L、Dなどの加水分解酵素が細胞質中に放
出され、細胞構成タンパクの分解により神経
細胞死が起きる。しかし、リソソーム膜にお
いてカルパインが基質としている蛋白は不
明であった。 
 一方、リソソームの破裂を惹起する他の要
因として、再灌流の際に起きるリソソーム内
の鉄に触媒された酸化反応によって生じる
膜リン脂質の過酸化が考えられる。鉄がフェ
ントン反応によってミトコンドリア由来の
H2O2をヒドロキシラジカル（HO・）に転換す
る触媒作用を及ぼすことにより、HO・が異常
に増える。強力な活性酸素である HO・はリ
ソソーム膜のω-6 系多価不飽和脂肪酸を酸
化して、神経毒であるヒドロキシノネナール
（HNE）を作る。このHNEはリソソーム限
界膜の安定化に関わる蛋白質をカルボニル
化することにより、最終的にその機能障害を
惹起する。しかし、HNE がカルボニル化す
る標的蛋白は従来特定されていなかった。 
 近年、熱ショック蛋白（Hsp70.1）にはリ
ソソーム膜の安定化作用もあることが癌細
胞で報告された(Kirkegaard et al., Nature 
463:549-43, 2010)。そこで、本研究ではHNE
やカルパインの基質として Hsp70.1 とその
関連蛋白に注目し、リソソーム破裂の分子メ
カニズムについて検索した。 

 
２．研究の目的 
 サル海馬を対象とした申請者らが行った
プロテオミクス解析によって、活性化された
μ-カルパインの基質としてHsp70.1が同定さ
れた。同時に、虚血後の CA1 において
Hsp70.1 の酸化損傷が 10 倍以上も上昇し、
活性中心にある Arg469がカルボニル化を受
けていることが判明した。（Oikawa, 
Yamashima et al., Free Radic Biol Med, 
46:1472-7, 2009） 
 そこで、活性型 μ-カルパインの生体内基質
と過酸化脂質である HNEのカルボニル化の
標的は、いずれもHsp70.1ではないかという
作業仮説を立てて解析した。その結果、正常
のHsp70.1はわずかしか分解されないが、カ
ルボニル化 Hsp70.1 はカルパインによって
顕著にしかも特異的に分解された。(Sahara 
and Yamashima, Biochem Biophys Res 
Commu, 393:806-81, 2010) 
 しかし、「なぜ、カルボニル化 Hsp70.1が活
性型 μ-カルパインにより切断されることで、
リソソーム膜の破裂が起きるか？」は現在な

お不明である。そこで、Hsp70.1とビス(モノ
アシルグリセロ)リン酸(BMP)、酸性スフィン
ゴミエリナーゼ(ASM)間の分子相関に着目
しつつ神経細胞死の分子機構を研究した。 
 
３．研究の方法 
 以下の３点に着目して Hsp70.1の異常がリ
ソソーム膜の破裂を惹起する分子メカニズ
ムについて検索した。 
（１）カルパインによる Hsp70.1 分解のメカ
ニズム 
 正常の Hsp70.1 は活性型 μ-カルパインに
よってわずかしか切断されないのに、酸化ス
トレスによってカルボニル化された Hsp70.1
は数倍以上も切断され易いのはなぜか？に
ついて、切断箇所のアミノ酸シーケンスの特
徴や２次元構造の差異、ドメイン間の修飾な
どに注目して検索した。 
（２）ビス(モノアシルグリセロ)リン酸
(BMP)と酸性スフィンゴミエリナーゼ(ASM)
の動態 
 BMP はリソソームに多い酸性リン脂質で、
ホスファチジルグリセロールの構造異性体
である。リソソーム内膜でアクチベーター蛋
白である Hsp70.1 と結合することで ASMを活
性化する。Hsp70.1 の機能障害によって BMP
膜表面の物性が変化する結果、ASM の加水分
解機能の低下が生じ、膜を安定化するセラミ
ドが減少しリソソームの破裂が生じる。本検
索に際しては虚血性とアルツハイマー性の
神経細胞死の異同に着目した。 
（３）セラミドとリソソーム膜安定性との関
連 
 リソソーム膜のセラミド濃度が増加する
ことによって、限界膜と隣接する細胞内小器
官ないしアクチンフィラメントとの結合が
強化されるために、膜が補強され物理的に安
定化すると推定される。この考えに基づき、
リソソーム膜内におけるセラミドの役割を
分子レベルで解析し、膜の安定化／不安定化
因子を探った。 
（４）虚血サル脳とアルツハイマー剖検脳
の比較 
 虚血サル脳とアルツハイマー剖検脳とを
形態学的ならびにプロテオミクス解析によ
り比較対照し、虚血性神経細胞死と変性性
神経細胞死との異同を明らかにした。具体的
には、虚血サル脳とアルツハイマー剖検脳
とを対象として、通常染色（ヘマトキシリ
ン-エオジン、クリューバー-バレラ、ト銀）
を施した脳標本の光顕的観察を行った。また、
Hsp70.1 を中心とした蛋白質-膜脂質間相
互作用を解析し、オートファジーに関わる
分子連関に着目しリソソーム破裂による神
経細胞死のメカニズムについて検索した。 
 
４．研究成果 
 μ-calpainによる生体内基質の切断と虚血
後に生じるリソソーム膜の破裂とは、神経
細胞死と密接に関連する。そこで、活性型



μ-calpain の生体内基質と HNE のカルボニ
ル化の標的は、いずれも Hsp70.1 ではない
かという作業仮説を立てて解析した処、こ
れを裏付ける結果が得られた。すなわち、
in vitro の酸化ストレスをかけた正常海馬
CA1 のホモジナイズに、活性型 μ-calpain
を加えインキュベーショョンした後、
Hsp70.1 の C 末端を認識する特異的な抗体
を用いてイムノブロットを行い Hsp70.1 切
断の有無とその程度とを検索した。その結
果、無処理の Hsp70.1 はわずかしか分解さ
れないのに対し、カルボニル化された
Hsp70.1は、HNEの濃度に関係なく活性型
μ-calpainによって顕著に分解された。生理
的濃度の H2O2 を用いた場合も同様であっ
た。 
 以上より、リソソームの破裂機構が明ら
かになった。すなわち、虚血負荷により神
経細胞内で Ca2+動員が起きて、μ-calpainが
活性化される（1）。一方、再灌流によって
生じた酸化ストレスによって過剰の H2O2
が生じ、リソソーム内でフェントン反応に
よって強力な HO・に転換される。この HO・

が膜リン脂質を構成する n-6 系の多価不飽
和脂肪酸を攻撃し反応性の高い HNE が生
じ（2）、これがリソソーム膜に移動した
Hsp70.1 をカルボニル化する（3）。カルボ
ニル化 Hsp70.1は、活性化された μ-calpain
によって効率的に切断され（4）、リソソー
ム限界膜の破裂が起きる（5）。その結果、
リソソーム内のカテプシンが細胞質へ放出
され（6）神経細胞死が起きる（７）。 
 リソソーム内で Hsp70.1 と結合すること
でASMを生理的に活性化しているBMPの
機能が、Hsp70.1 のカルボニル化とカルパ
インによる分解によって障害されることが
わかった。その結果、BMPの機能障害によ
りスフィンゴミエリンの分解が阻害されリ
ソソーム膜を安定化しているセラミドが減
少するので、リソソーム膜は不安定化し破
裂に至ることが証明できた。 
 一方、アルツハイマー剖検脳においては
虚血サル脳にみられるのと同様の顆粒空包
変性がみられたため、虚血サル脳を用いて
生化学的な検索を行った。抗ヒト・BMP抗
体を用いて、一過性虚血／再灌流負荷前後
のリソソーム BMP の量的変化をウエスタ
ンブロッティングと免疫組織化学とで検索
した。パイロットスタディ的に行った免疫
組織化学では虚血前に比べて、虚血後３日
目では BMP の染色性は明らかに低下して
いた。また、質量分析による「脂肪酸解析
では、一過性虚血／再灌流負荷前後３日目
から５日目にかけて、リソソーム膜 BMP 
に含まれる C18:1（オレイン酸）と C22:6
（ドコサヘキサエン酸: DHA）の含有量が有
意に低下していた。 
 以上をまとめると、申請者らは従来の研究
で神経細胞における酸化ストレスとカルパ
インの標的を「分子シャペロンとして機能す

ると共に、リソソーム膜安定化作用を持つ＜
熱ショック蛋白 Hsp70.1＞」と特定した。本
研究ではHsp70.1を中心とした蛋白質-膜脂質
間相互作用の解析を行った。その結果、オー
トファジーに関わる分子連関を検索するこ
とで、リソソームの破裂によって生じる神経
細胞死の全容を明らかにした。今後、アルツ
ハイマー病の新しい病因としてアミロイド
β に代わり脳虚血の関与が認知され、「カル
パイン-カテプシン仮説」がますます注目さ
れるであろう。一連の研究成果から治療ター
ゲットが一挙に定まり、現実的な対策が立て
やすくなると思われる。 
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