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研究成果の概要（和文）：Syx5はゴルジストレス応答性をも有し、新規タンパク合成が促進され、Ab量比の変化
を来すことを明らかにした。ゴルジストレスを誘導するMonensinとGCAはCaspase3の活性化を引き起こした。
Caspase3の活性化に対するPBAの効果を検討した。PBAはGCAによるCaspase3の活性化に対しても有意に抑制した
ので、ゴルジストレス負荷に伴うAbの産生量に対する効果を調べた。様々なゴルジストレス負荷により、Abの分
泌抑制をきたした。細胞内残留および細胞外に分泌されたトータルのAb量は減少したが、Ab４２の比は増加し
た。PBAは細胞外に分泌されるAb４２の量を抑制できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have demonstrated that Syntaxin 5 (Syx5), an ER-Golgi 
SNARE is a novel Golgi-stress responsive factor. Golgi stress induced upregulation of de novo 
synthesis of Syx5 protein. Transcriptional induction of Syx5 mRNA was regulated by the GASE (Golgi 
Apparatus Stress Element) sequence present in the 5 prime region of Stx5 gene in human cells. Long 
exposure of neuron-glia hybrid cell line NG108-15 cells with Golgi stress inducers Monensin and GCA 
resulted in activation of Caspase3. Chemical chaperone PBA was used to examine the protective 
properties against Caspase3 activation and the production of Ab42 peptides in NG108-15 cells. 
Various Golgi stress inducers suppressed the secretion of Ab peptides. Total amount of secreted and 
intracellular Ab peptides were decreased and the ratio of Ab42 /Ab40 was increased. PBA had the 
ability to inhibit the Ab42 secretion and the Caspase3-dependent apoptosis in neuronal cells.

研究分野：神経科学

キーワード： 神経変性疾患　アルツハイマー病　Aベータペプチド　ゴルジストレス　SNARE　Syx5　神経細胞保護

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病態の脳において見受けられるAベータ４２比の上昇は、神経細胞におけるゴルジストレス誘発
の結果を反映している可能性もあると考えた。一方、他のグループから報告されているようなPBAの神経細胞保
護効果は、家族性ADに連関する変異を持たない野生型ベータAPPプロセシング経路においては限定的なものであ
ることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病 (AD)治療に向けた研究と臨床応用の最前

線の動向においては、家族性 AD (FAD)家系の長期観察と原因

遺伝子産物を標的とした抗体医薬の臨床試験が行われた。それ

らの結果は、AD 治療はいわゆるプレクリニカルステージへの

介入が重要で、アミロイド前駆体蛋白(APP)からできる Aペプチドの産生・分泌の早期の過程

に対処する必要性があることを認識させてくれた。代表者は、遺伝子変異を伴わない弧発性 AD 

(SAD)では神経細胞にそもそも内在する蛋白質輸送システムに障害が起こり、Syx5(シンタキシ

ン 5)発現量の増減はその発症や病態の進行を左右する因子の１つではないかと言う仮説に

基づき研究を行ってきた。前課題研究では、神経細胞において Syx5 を含む ER/GA-SNARE が

小胞体(ER)ストレスにより発現誘導される新規応答因子であり、細胞内蛋白質輸送とオー

トファジー系を介してAPPプロセシングを調節することを示した。また細胞死の実行段階で

は、Syx5 が積極的に活性型 Caspase3 により分解され、ERストレスに伴う Syx5 発現誘導

を抑制すると神経細胞の脆弱性が増すことも見出した。このように ER ストレスに伴う細

胞死に対抗して、Syx5 の発現上昇は神経細胞の生存維持に重要な役割を担っている証拠を見

いだすことができた。一方、ADに限らず ALS, PD等の疾患において、

細胞死の前に左図のように神経細胞内のオルガネラであるゴルジ体

の断片化：通称“ゴルジフラグメンテーション”が、しばしば観察さ

れる。これはゴルジがス

トレスを受けた証であ

り、ゴルジ体の構造は右図のように多様な細胞機

能に影響を与える。申請者の神経細胞の例も含め、

ゴルジに由来する通称“ゴルジストレス”が様々

な細胞で起こることが報告され始めた。ER・核・

ミトコンドリアのストレス研究は活発に行われて

いるが、国内外を問わずゴルジに注目している者は依然として少ない。ERと違い、センサー分

子も同定されていないゴルジストレス応答の研究は、まだ始まったばかりの未開の分野であっ

た。 
 
２．研究の目的 
神経変性疾患の中でも、特に SADの発症や進行の機序は依然不明である。神経変性疾患は、

神経細胞に特有な折りたたみ不良蛋白質の蓄積や細胞内小器官の機能障害などが引き金とな

り、オルガネラ間コミュニケーションの破綻が原因で細胞死に至ることによると考えられる。

その細胞死が、どのオルガネラを起源とするストレスで、どのように蛋白質輸送機構の乱れな

どのオルガネラネットワークの異常を来たすのか？を見極めることは、SAD に代表される神

経変性疾患の発症メカニズムの理解と根本的治療法の開発に向けて重要である。本課題は神経

変性疾患の新規治療法開発に向けた基盤研究に位置づけられる。ゴルジストレス応答因子と想

定される Syx5 の誘導機構を解明するだけにとどまらず、SADでとりわけ注目される A産生量

と生成比への Syx5 発現およびケミカルシャペロンである低分子化合物の効果と共に解析する

ものである。本研究は、化合物と Syx5 の機能から細胞内ストレスと SAD 発症メカニズムの関

係性の一端を明らかにし、それらの保護効果にまで踏み込む基盤研究である。そこで本課題では、



ゴルジが選択的にストレスを受けるゴルジストレス下でも Syx5 発現上昇とその効果および ER

ストレス阻害剤として知られる低分子化合物 4PBA に神経細胞保護効果が見られるかを検証

するのが目的である。 

目標に向けた３年間の研究構想の概要を右図に示した。

目標は大きく下記の 4つに分けられる。 

(1) ゴルジストレス応答性 Syx5 の発現誘導機構の解明。 

(2) ゴルジストレスがもたらす A量比変化の機序の解明。 

(3) Syx5 と低分子化合物による A量比調節効果の検討。 

(4) ゴルジストレスによる神経細胞死に対する保護効果の検討。 
 
３．研究の方法 
神経細胞モデルとして使用した細胞は、主として初代培養ラット海馬神経細胞、ラット/マ

ウス神経芽細胞腫 NG108-15 細胞である。ゴルジストレス誘導は以前から使用している H+イ

オノフォアであるMonensin, Nigericin、他の酸性小器官(lysosome等)への作用を排除するため

に GolgicideA (GCA)や Exo2 も用いてストレス負荷を行った。ゴルジストレス応答性 Syx5 の

発現誘導の解析は、mRNA の上昇を RT-PCR、ルミノメーターを用いたレポーターアッセイ、

各種タンパク質発現はウエスタンブロット(WB)で定量した。ゴルジストレスを負荷した系で、

前駆体APPからのプロセシングを、生成して細胞内に蓄積した βAPP は WBで定量し、細

胞内分布はや免疫組織化学(IHC)で調べた。細胞外および細胞内 Aはサンドイッチ ELISAで

定量した。ゴルジストレス負荷に伴う Caspase3の活性化は、タイ

ムラプスイメージングを用いた解析や WB ならびに IHC で定量し

た。ERおよびゴルジから Ca2+放出は Fura2をインジケーターとし

た右図のような Ca2+イメージング装置を用いた Ratio イメージ

ングにより解析した、またゴルジ体構造変化を蛍光標識したゴ

ルジを蛍光タイムラプスイメージングで解析した。これらの実験系を用いて、ゴルジストレ

ス負荷に対するケミカルシャペロンである低分子化合物 4PBA の神経細胞保護効果も検討し

た。また、蛍光タンパク質の細胞内動態解析を右図のようなタ

イムラプスイメージングシステムで行うことや、ルミノメーター

を用いた生存率測定を行い、ゴルジストレス誘発から細胞死に至

る過程を可視化し、4PBA による保護機構の時空間的な解析も行

った。 

 
４．研究成果 

本研究により、Syx5はERストレスに応答するだけにとどまらず、ゴルジストレス応答性をも

有し、ゴルジストレス下においてもSyx5タンパク質の新規合成を促進し、A量比の変化をもた

らすことを明らかにすることができた。 

ゴルジストレス応答の機序を検討した結果、Syx5遺伝子の転

写開始領域上流に右図のようなゴルジストレス誘導性の転写因

子が結合するGASE (Golgi Apparatus Stress Element) 配列を見出

した。同領域約2kbをルシフェラーゼと融合させたレポーター

ベクターを作製してプロモーターアッセイを行ったところ、ゴルジストレスに応答して転写活

性が上昇した。ERストレス応答の際に駆動されるSyx5遺伝子上流の応答配列(UPRE)とは別

に、ゴルジストレス下では、ゴルジストレス応答配列(GASE)により発現調節されることがわ



かり、Syx5が異なるオルガネラのストレスに応答する配列をタンデムに有するユニークな分子

であることがわかった。 

ゴルジストレスに長時間暴露された神経細胞においてアポトーシスが誘導されるかを検討し

た。ゴルジストレス負荷に伴うCaspase3の活性化を、タイムラプスイメージングを用いて解析

すると、ゴルジストレスの長期誘発はCaspase3の活性化によって引き

起こされるアポトーシスを誘導することが明らかになった。またゴル

ジストレス負荷によるCaspase3の活性化に対するケミカルシャペロン

4PBAの効果を検討した。4PBAはMonensinによるCaspase3の活性化を有意に抑制することがで

きた。また作用機序の異なる誘導剤による効果も検討した。ERストレス負荷の際に用いた

BrefeldinAと類似した機構によりゴルジストレスを誘導する

GCAもCaspase3の活性化を引き起こしたが、機序が異なる誘導

剤Exo2では活性化が見られなかった。Exo2はSyx5の転写調節

による発現上昇を起こさなかったので、それらストレス応答の

制御機構のシグナル伝達経路が異なると考えられた。 

4PBAはGCAによるCaspase3の活性化に対しても有意に抑制することができたので、GCAな

ど種々のゴルジストレス負荷に伴うAの産生量に対する4PBAの効果を調べた。A40とA42

の生成比について検討すると、どのゴルジストレス負荷によっても、両種のAの分泌抑制をき

たした。細胞内残留および細胞外に分泌されたトータルのA量は減少したが、A42の比は増

大した。トータルの量に対しては顕著な効果は見られなかったが、4PBAは細胞外に分泌され

るA42の量を抑制する傾向が見られた。これらは、AD病態の脳で見られるA42比の上昇が、

神経細胞におけるゴルジストレス誘発の結果を反映している可能性があると考えた。一方、

他のグループから報告されているように様々な変異を原因とする不良タンパク質のもたら

す細胞障害に対する4PBAの神経細胞保護効果は、代表者の実験系で用いた神経細胞のよう

に、FADに連関する変異を持たない野生型APPプロセシング経路においては極めて限定的な保

護効果しかないことが分かった。 
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