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研究成果の概要（和文）：研究代表者が同定した37種の膜貫通型ユビキチンリガーゼのうち、アルツハイマー病
患者の脳において発現が増加しているRNF182を中心に解析を進めた。RNF182は中枢組織特異的に発現し、特に海
馬に多く分布する。RNF182は、後期エンドソームおよびライソゾームに局在していたが、RNF182結合タンパク質
としてライソゾームタンパク質LAPTM4Aを同定した。RNF182はLAPTM4AをK63型ポリユビキチン化することで、ア
ミノ酸トランスポーターLAT1とLAPTM4Aの結合を増強する。結果的に、RNF182はmTORC1を活性化することでオー
トファジーを抑制している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified 37 transmembrane ubiquitin ligases. In this study, we focused 
on RNF182, which is upregulated in the brain of Alzheimer’s disease patients. RNF182 is expressed 
specifically in the central nervous system and more intensely in the hippocampus. RNF182 is mainly 
localized in late endosomes and lysosomes. We identified the lysosome membrane protein, LAPTM4A, as 
an interactor with RNF182. RNF182 processed K63-linked polyubiquitin chains on LAPTM4A and promoted 
interaction of LAPTM4A with amino acid transporter, LAT1. Consequently, RNF182 may induce mTOCR1 
signaling that leads to inhibition of autophagy.

研究分野：神経化学
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１．研究開始当初の背景 
	 アルツハイマー病（AD）や筋萎縮性側索
硬化症（ALS）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。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。さらに近年、
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唆されて
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 を世界で
始めて単離・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 （ FEBS Lett 
532:147-152, 2002）。最近、HRD1 が 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 の産生を減少させることを明らかにす
るとともに、AD 患者の死後大脳皮質におい
て、HRD1 タンパク質量が低下しているとい
う事実を見出した（J Neurosci 30:3924–32, 
2010）。さらに、この HRD1 の減少はタンパ
ク質の不溶化によることや、その不溶化が酸
化ストレスによって引き起こされることを
明らかにした（PLoS One 9: e94576, 2014）。
以上より、研究代表者は、AD 発症機構に酸
化ストレスによる HRD1 不溶化が引き起こ
す ERAD の破綻と小胞体ストレスが関与す
る可能性を始めて提唱した。さらに研究代表
者らは、ERAD に関与する可能性のある新規
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 37 種同定した。このうち 8 
種の遺伝子をクローニングし、これらが
ERAD に関与することを証明した（Sci Rep 
6:30955, 2016）。 
 
２．研究の目的 
	 神経変性疾患に共通した病理的特徴とし
て変性タンパク質の蓄積があるが、その原因
の一つとしてタンパク質分解系の異常が挙
げられる。本研究では、神経変性疾患との関
連性が示唆されている小胞体ストレスに対
する防御機構、小胞体のタンパク質分解系
ERAD の中心的酵素であるユビキチンリガ 
ーゼ（E3）に焦点をあて、AD や ALS にお
ける E3 の機能破綻について検証する。その
ために、中枢に存在する E3 を明らかにした
上で、それらのノックダウンによる神経変性

疾患関連タンパク質の変動について解析す
ることで、神経変性疾患発症に関わる ERAD
の E3を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) E3 の培養細胞における発現解析：研究代
表者は既にヒト組織において、検索を行い
組織特異的、胎生期特異的な E3 遺伝子を
見いだしている。さらに、絞り込まれた組
織に関連する培養細胞について、発現量の
高い細胞を定量的 PCR により選出し、
E3 遺伝子をノックダウンする細胞を選
定する。 

(2) E3 の組織内における発現解析：中枢組織
に発現が認められた E3 遺伝子に関して、
さらに詳細な組織内分布を明らかにする
ため、免疫染色および in situ ハイブリダ
イゼーションにより検討する。 

(3) E3 ノックダウンシステムの構築：各種
E3 のノックダウンは、テトラサイクリン
誘導型のシステムを構築して行う。RNAi 
は、RNAi 配列と一緒に GFP の配列を組
み込み、shRNA に類似した方法で行う。
さらに、これらの遺伝子の上流に Tet リ
プレッサーが結合するプロモーターを組
み込み、Tet リプレッサーを発現するベク
ターを一緒に感染させる。つぎに、抗生物
質を用いることで安定発現株を選別する
ことで、いずれの細胞においても 37 遺伝
子を高効率かつ網羅的にノックダウンで
きるシステムを樹立する。なお、このシス
テムは HRD1 を用いて確立済みである。 

(4) E3 発現低下によるオートファジー、ユビ
キチン封入体および Aβ への影響：ALS 
の病理的所見としてオートファジーの活
性化とユビキチン化タンパク質の封入体
が認められる。E3 のノックダウンによっ
て、オートファジーの活性化やユビキチン
タンパク質の増加が認められるか否かを
検討する。また、Aβ 産生量への影響につ
いても検討する。さらに、小胞体ストレス
が惹起されるかについても検討する。 

(5) ノックアウトマウスの作製と解析：ノック
ダウンの影響が認められた E3 遺伝子に
関して、CRISPR/Cas9 システムを用いて
ゲノム編集を行い、当該遺伝子を欠損した
ノックアウトマウスを作出する。ALS お
よび AD に関連した組織に注目し、E3 遺
伝子を欠損した時の変化を個体レベルで、
組織学的・生化学的に解析する。 

 
４．研究成果 
(1) E3 の培養細胞における発現解析：研究代
表者が同定した 37種の膜貫通型 E3のう
ち、中枢組織に発現が認められた 28遺伝
子に関して、神経系組織由来の培養細胞 5
種における発現量を比較した。そのうち、
24 遺伝子はいずれかの培養細胞において、
発現量が高い細胞が認められた。さらに、
レチノイン酸刺激により神経系に分化誘



導することができるマウス胚性腫瘍細胞
P19を用いて、神経分化時に mRNAの発
現が増加する遺伝子を調べた。その結果、
RNF182、RNF152、RNF150の発現が顕
著に増加することが判明した。 

(2) E3 の組織内における発現解析：中枢組織
に発現が認められた E3 遺伝子に関して、
さらに詳細な組織内分布を明らかにする
ため、免疫染色および in situ ハイブリダ
イゼーションにより検討した。これまでに
Aβの産生に関与することを明らかにし
ている RNF19Aと RNF19B、および神経
分化時に発現が増加する RNF182 および
RNF150 の脳内の発現分布を調べた。
RNF19Aと RNF19Bは、海馬、大脳皮質
などの神経細胞に選択的に発現し、さらに
同じ局在パターンを示した。また、
RNF182と RNF150は、海馬および小脳
プルキンエ細胞に多く発現していた。 

(3) E3 ノックダウンシステムの構築：レンチ
ウイルスを用いて、テトラサイクリン誘導
型のノックダウンシステムを構築に成功
した。それによって、トランスフェクショ
ンによるノックダウンが難しい神経系細
胞においても、高効率にノックダウンする
ことが HRD1 以外の E3 でも可能となっ
た。加えて、CRISPR/Cas9法を用いたノ
ックアウトの系も確立して、複数の方法に
よるE3発現抑制による評価系を構築した。 

(4) E3 発現低下によるオートファジー、ユビ
キチン封入体および Aβ への影響： 
 中枢特異的な発現パターンを示す
RNF182 はアルツハイマー病において発
現が増加することが報告されている。
RNF182 は小胞体や後期エンドソームお
よびライソゾームに局在していたが、ショ
ットガンプロテオーム解析により、
RNF182 結合タンパク質としてライソゾ
ームタンパク質 LAPTM4A を同定した。
つぎに、RNF182による LAPTM4Aのユ
ビキチン化様式について検討したところ、
RNF182は K63を介するユビキチン鎖を
形成することが判明した。また、RNF182
はそのファミリータンパク質である
LAPTM4Bとも結合した。LAPTM4Bは、
オートファジー経路においてオートファ
ゴソームとライソゾームの融合に関連す
ることが報告されていることから、つぎに
RNF182 のオートファジー経路への関与
を検討した。神経芽細胞腫 SK-N-MC に
おいて RNF182 をノックダウンすると、
LC3-II が増大した。また、オートファジ
ーの基質タンパク質である p62 が増加し
たことから、RNF182の発現低下により、
オートファジーによるタンパク質分解過
程が抑制されることが判明した。以上の結
果より、RNF182 は、LAPTM ファミリ
ーのユビキチン化を介してオートファジ
ーの活性を制御している可能性が考えら
れる。 

	 つぎに、LAPTM4A に対する RNF182
のユビキチン化の意義について検討を行
った。LAPTM4Aのユビキチン化部位（リ
ジン残基）を解析した結果、C末端にある
224 番目のリジンはライソゾームへの
LAPTM4A の移行に重要であるが、
RNF182 は移行に関与しないことが明ら
かとなった。LAPTM4B はアミノ酸トラ
ンスポーターLAT1と結合し、LAT1を形
質膜からライソゾームにリクルートさせ、
その結果、mTORC1を活性化させること
が報告されている。そこで、LAPTMファ
ミリーと LAT1 の結合に対する RNF182
の関与を検討したところ、RNF182 によ
っ て LAT1 と LAPTM4A お よ び
LAPTM4B の結合が増強されることが判
明した。さらにその結合には、LAPTM4A
の N 末端にある 7 番目のリジンが重要で
あった。これらのことから、RNF182 は
LAPTM ファミリーのユビキチン化を介
してアミノ酸トランスポーターのライソ
ゾームへの移行を促進し、mTORC1を活
性化させることでオートファジーを抑制
している可能性が示唆された。 

(5) ノックアウトマウスの作製と解析：神経分
化時に発現が顕著に増大した RNF182 お
よび RNF150、 RNF152 に関して、
CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム
編集によりノックアウトマウスの作製を
試みた。結果的に、RNF150 のみ次世代
でもノックアウトされた個体を得ること
に成功した。RNF182と RNF152では変
異が生殖系列に載らなかったため、再度検
討する必要がある。 
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