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研究成果の概要（和文）：動物細胞の主要な小胞体分子シャペロンであるER-60 とアルツハイマー病との関係を
明らかにすることを目指して、マウス海馬の神経細胞でER-60を特異的にノックアウトさせたマウスを用いてア
ミロイドβペプチド（Aβ）の毒性を検討した。その結果、ER-60は神経細胞をAβペプチドの細胞毒性から防御
する作用を有すること、ER-60 のb-b'ドメインに防御作用があることが明らかとなった。b-b'ドメインとAβの
複合体の結晶構造解析から、結合に重要なアミノ酸残基を同定するとともに、Aβとの結合は固定された様式で
はなくフレキシブルな様式によることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The project was performed to clarify the relationship between Alzheimer’s 
dementia and a molecular chaperon located in the endoplasmic reticulum, ER-60. We demonstrated that 
ER-60 has protective effects against toxicity of amyloid beta peptides by using brain 
neuron-specific ER-60 knockout mice. The function is exerted through inhibition of polymerization of
 amyloid beta peptides by b-b' domain of ER-60. The amino acid residues essential for
binding to amyloid beta peptides were identified by X-ray structural analysis of a complex of the 
b-b’ fragment of ER-60 and amyloid beta peptide. In addition, it was suggested that amyloid beta 
peptides bind to b-b' domain in a flexible manners. 

研究分野： 食品生化学
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１．研究開始当初の背景 
 動物細胞の小胞体には約 20 種類の PDI フ
ァミリータンパク質が存在し、粗面小胞体で
生合成された新生タンパク質のジスルフィ
ド結合形成を伴う高次構造形成（フォールデ
ィング）や品質管理を担っていると考えられ
ている。個々の PDI ファミリータンパク質が
特異的な生理的役割を分担すると予想され
るが、その詳細は不明である。ER-60 は、1992 
年に発見された PDI ファミリータンパク質
のひとつであり、哺乳動物ではタンパク質生
合成の盛んな臓器に広く発現している(文献
①)。その後、ER-60 は多くの研究者の注目
を集め研究代表者及び他の複数のグループ
により研究が行われた。その結果、ER-60 は
レクチン型分子シャペロン（カルネキシン及
びカルレチキュリン）との複合体形成を介し
て活性化され、糖タンパク質のフォールディ
ングに特に重要な役割を果たしていること
が明らかにされた(文献②-④)。ER-60 の他
の生理作用については、研究代表者とトロン
ト大学及びワシントン大学との共同研究に
よる肝臓細胞からのリポタンパク質(VLDL)
の分泌量の制御(文献⑤-⑧)、他の研究グル
ープから抗原提示における MHC class I と抗
原ペプチドとの複合体形成作用(文献⑨) 、
及び小胞体のカルシウムホメオスタシスの
調節作用(文献⑩)などが報告されている。疾
病との関係では２型糖尿病を引き起こすイ
ンスリン抵抗性に伴う ER-60 の発現低下(文
献⑪)や狂牛病の原因であるプリオンタンパ
ク質の沈着に対する ER-60 の抑制作用が報
告されている(文献⑫)。研究代表者は、ER-60 
が脳では神経細胞に特異的に高発現し、アル
ツハイマー病(AD)モデルマウスのアミロイ
ド斑に濃縮されていること、ER-60 がアミロ
イドβ(Aβ)ペプチドの重合化を抑制するこ
とにより Aβペプチドの毒性を緩和する作用
があること（⑬）、また、レプチン及びイン
スリン情報伝達系に障害のあるマウスでは
肝臓と脳で ER-60 の発現が減少しているこ
とを見いだした。さらに、ヒト培養細胞で
ER-60 をノックダウンすると、細胞が Aβペ
プチド の毒性に対して脆弱になること、研
究分担者とともに作製した flox マウスを用
いたコンディショナルターゲッティング法
により脳神経細胞特異的に ER-60 をノック
アウトしたマウスの脳内に Aβペプチドを投
与すると、投与された Aβペプチドが脳内に
沈着し、海馬及び大脳皮質の神経細胞が脱落
することも明らかにした。また、研究代表者
は ER-60の b-b'ドメインが Aβペプチドと複
合体を形成することを明らかにしてきた。し
かし、ER-60 の Aβペプチド毒性作用抑制の
作用機構は不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1)loxP/Cre リコンビナーゼ系とアデノ随
伴ウイルスベクター法を用いて臓器特異的
に ER-60 をノックアウトさせたマウスを用

い、脳における ER-60 と小胞体ストレス応答
との関係、及び、ER-60 によるアルツハイマ
ー病発症の主因とされている Aβペプチドの
毒性緩和作用と重合化の抑制作用を解明す
ることを目的とした。 
(2)ER-60 と Aβペプチドの複合体の構造解
析がこの課題を発展させるために必須であ
ると考え、Aβペプチドと b-b'ドメインの複
合体の結晶化及び構造解析を行い、Aβペプ
チドの結合様式を解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) アデノウイルスを用いた脳特異的ノッ
クダウンマウスの作製 
 研究連携者は、Cre リコンビナーゼを導入
した AAV-Creウイルスベクターを作製し、既
に、floxマウス脳内へのウイルス注入による
局所での遺伝子ノックアウト実験に成功し
ていた)。ステレオタキシス装置とマイクロ
シリンジを用いて、AAV-Cre ウイルスを
ER-60-loxP ターゲッティングマウスの脳に
接種し、2〜4週間飼育した後、実験に供した。
AAV ウイルスの感染部位は、ベクターに挿入
したレポーター遺伝子 GFPの発現により確認
した。一方、ER-60 のノックダウンは、研究
代表者の開発した ER-60抗体を用いて確認し
た。 
 
(2)ER-60 b-b’ドメインの Aβペプチド結合親
和性の検討 
 ER-60 の Aβペプチド結合部位である b-b'
ドメインの野生型及び結合に影響を及ぼす
と推定された 12 個のアミノ酸残基をアラニ
ンに変異させたリコンビナントタンパク質
を、大腸菌発現系を用いて大量発現させ純化
した。各変異 b-b’の Aβペプチドに対する親
和性は、BIACore 装置を用いてリガンドとし
て ER-60 を結合させたチップに対する Aβペ
プチドの結合の拮抗阻害活性を測定するこ
とで検討した。 
 
(3)ER-60と Aβペプチド複合体の結晶構造解
析 
 リコンビナントタンパク質単独、あるいは、
Aβペプチドの複合体の結晶化を地上あるい
は国際宇宙ステーション日本実験棟「きぼ
う」で行い、高分解能のＸ線結晶構造を、大
型放射光施設(SPring-8)のビームラインを
用いて解析した。 
 
４．研究成果 
              
(1)ER-60-floxマウスに Cre-アデノ随伴ウイ
ルス粒子を接種して、脳神経細胞特異的に内
因性 ER-60をノックアウトし、さらにラット
の ER-60を強制発現させたマウスの作製に成
功した。ER-60 ノックアウトマウスとこのマ
ウスの脳室内に Aβペプチドを脳脊髄液に溶
かして注射し､脳神経細胞への影響を検討し
た｡ノックアウトマウスでは Aβペプチドを



注射して 20日後に海馬で組織が脱落したが、
ノックアウトと同時にラット ER-60を強制発
現させたマウスでは神経細胞死が抑制され
ることを明らかにした(図 1）。この結果から、
生体の海馬において ER-60 が Aβペプチドの
毒性に対する防御作用を有することが明ら
かとなった。 

図 1 ER-60の欠損によるAβペプチドによるマウ

ス海馬の障害 

上図左半球の海馬で部位特異的に ER-60 を欠損さ

せた後、Aβ1-42 を注入することによって ER-60

が欠損している部位で神経細胞の脱落が見られた。

下図は左半球の海馬で部位特異的に ER-60 を欠損

させると同時にラット ER-60 を強制発現させた場

合。Aβペプチドの毒性に対する防御能が回復して

いる。 
 
(2)ER-60-siRNAにより ER-60をノックダウン
させたヒト培養細胞 HEK293 に ER-60 の b-b'
ドメインを強制発現させると Aβペプチドの
毒性に対する抵抗性が回復するが、この作用
は小胞体で発揮されていることを明らかに
した。すなわち、b-b'の N末端にシグナルペ
プチドを添付して小胞体に発現させた場合
には Aβペプチドの毒性に対する抵抗性効果
が発揮されるが、細胞質に発現させて場合に
は効果はみられなかった。この結果から、小
胞体内腔に転送された ER-60 が Aβペプチド
の毒性に対する耐性効果を発揮することが
明らかとなった。 
 
(3) 野生型 ER-60の b-b’ドメインと Aβペ 

図２ 野生型 ER-60 と Aβペプチドの複合体の結

合領域の構造 

プチドの複合体の結晶構造解析から、12 のア 
ミノ酸残基が結合領域に近接していること
が明らかとなった。そこで、これら 12 個の
アミノ酸をアラニンに換えた変異タンパク
質の Aβペプチド結合能を解析した。その結 
果、図 2の赤丸で示したアミノ酸残基（R202, 
T212)の置換により Aβペプチドとの結合能
がほぼ完全に失われた。また、青丸で示した
アミノ酸残基のアラニンへの置換により、結
合能が低下した。一方、他のアミノ酸残基の
置換は結合能にほとんど影響を与えなかっ
た。 
 
(4)(3)の解析で Aβペプチドとの結合能が著
しく損なわれた D153と T121をアラニンに変
異させたリコンビナント b-b'および Aβペプ
チドとの複合体の結晶を地上および国際宇
宙ステーション「きぼう」日本実験棟のタン
パク質結晶生成装置にて微小重力環境下で
結晶を作製した。地上に比較して微少重力環
境下では大幅な分解能の改善が見られた。得
られた解析データセットは最高分解能がア
ミノ酸残基のフィッティングに十分な分解
能である 1.5Åに到達した。作製した結晶の
構造解析を行い、これらの変異タンパク質の
立体構造が野生型と同じであるが、Aβペプ
チドと推定される不明瞭な電子密度が全く
観察されないことが明らかとなった。以上の
結果は b-b’ドメインの D153 と T121 が Aβ
ペプチドとの結合に必須であることを示し
たいた。他のアミノ酸残基の変異タンパク質
を作製し、それらの b-b’ドメインへの結合
能と複合体結晶構造解析との関係を比較検
討した。その結果、Aβペプチドとの結合親
和性が低い変異 b-b’の結晶では水の電子密
度しか観察されず、一方結合親和性が高い変
異 b-b’の結晶では再び不明瞭なペプチド由
来と推定される電子密度が観察された。以上
の結果から、ER-60は b-b’領域で Aβペプチ
ドと 1 対 1 のモル比で結合することにより A
βペプチドのポリマー形成を妨げることで
その毒性発現を抑制すること、Aβペプチド
との結合は固定された様式がなくフレキシ
ブルな結合様式によることが示唆された。 
 
(5) 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト、今後の展望 
 本研究により、脳の海馬において ER-60 は
Aβペプチドの毒性から神経細胞を防御する
作用を有することが明らかとなった。また、
その防御作用は、ER-60 の b-b’ドメインが
Aβ ペプチドを結合することでその重合化を
阻害することにより発揮されていることが
示された。さらに、b-b’ドメインの結合領
域が特定され、結合に必須のアミノ酸残基が
みいだされた。このことは、ER-60 の分子シ
ャペロンとしてのペプチド鎖認識機構に重
要な発展をもたらす成果であり、ER-60 の新
たな生理機能を発見したことになる。さらに、
アルツハイマー病の原因である Aβペプチド



の重合化抑制をターゲットとする創薬に有
望な知見を提供するものであり、さらなる健
康科学への応用展開が期待される。 
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