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研究成果の概要（和文）：　分泌型セリンプロテアーゼをコードするHtrA1遺伝子の多型は、高齢者の失明原因
として重要な加齢黄斑変性（AMD)発症と強くリンクし、HtrA1の発現上昇を引き起こすが、そのメカニズムは不
明である。我々は、HtrA1が分解するタンパク質、Clusterin（CLU) に注目し解析を行った結果、HtrA1はストレ
ス下で凝集性CLUを分解もしくはリフォールディングし、細胞質に移行するCLUを増加させることによりオートフ
ァジーを促進しストレスに対する抵抗性を与える可能性を示した。今後は、何故HtrA1の過剰発現によるオート
ファジーの促進がAMDにつながるのかを解明する必要がある。

研究成果の概要（英文）：Age-related macular degeneration (AMD) is a leading cause of blindness in 
the elderly.SNPs(Single nucleotide polymorphisms) of HtrA1 gene, which encodes a secreted serine 
protease, are strongly linked to the development of AMD and increase the HtrA1 expression level. We 
identified Clusterin (CLU) as a substrate of HtrA1 protease. It was reported that CLU transferred to
 the cytoplasm by ER-reflux and promoted autophagy under stress conditions. We found that HtrA1 
enhanced autophagy and increased resistance to cell death by degrading or refolding of aggregated 
CLU and increasing the amount of CLU transferred to the cytoplasm under stress conditions. In the 
future, it is necessary to elucidate why enhancing of autophagy by HtrA1 leads to AMD.

研究分野： 病態医化学

キーワード： 加齢黄斑変性　HtrA1　オートファジー　Clusterin　酸化ストレス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AMDは欧米において高齢者の失明原因の第１位、日本においても第3位であり、高齢化社会を迎えさらに増加する
と考えられるが、根本的な治療が確立されていない。有効な治療法や予防法の確立のためにはAMDの病態形成メ
カニズムの解明が急務である。先行研究により、HtrA1プロテアーゼ活性の上昇がAMDの発症につながることが強
く示唆されているが、そのメカニズムは不明である。本成果は、HtrA1が基質タンパク質CLUを介して、オートフ
ァジーの促進に関与することをはじめて明らかにしたものであり、HtrA1の異常によるAMDの病態形成メカニズム
の理解に向けて一歩近づくものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)  ヒトの分泌型セリンプロテアーゼ HtrA（High temperature requirement A）1 の発現や
活性の異常は様々な病気と関連していることが報告されている。高齢者の失明の原因として重
要な網膜変性疾患である加齢黄斑変性(Age-related Macular Degeneration：AMD)の発症と強
いリンクを示す HtrA1 遺伝子の一塩基多型 （SNP)は HtrA1 遺伝子のプロモーター領域に位
置し、HtrA1 の発現の上昇を引き起こしていると考えられる。しかし、AMD の病態を説明で
きる生理的な基質が同定されていないため、HtrA1 の発現異常がなぜ AMD を引き起こすか不
明である。 
(2)  我々は、野生型(WT)マウス、HtrA1 KO マウス、HtrA3 KO マウスおよび HtrA1/HtrA3 
ダブルノックアウト（DKO）マウスの組織を材料にプロテオミクスの手法を用いて、基質の網
羅的検索を行った。その結果、Clusterin（CLU）を含む数個の興味深い基質候補を得た。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では得られている基質候補蛋白質から基質として確からしい蛋白質を選択し、さらに
HtrA1 による分解がどのような生理現象をもらすかについて網膜組織をモデルとして解明する
ための解析対象を選択する。 
(2) 基質として現時点で最も確からしい CLU についての機能解析を進める。CLU について基
質としての確からしさを評価した結果、網膜で HtrA1 に特異的な基質である可能性が高まった。
HtrA1 による CLU の分解が、網膜の生理現象にどのように関わっているか、またその破綻によ
りどのように AMD の病態が形成されるかを解明していく。 
 
３．研究の方法 
(1)  得られている候補蛋白質が基質として確からしいかどうか評価する。 HtrA1 KO、HtrA3 
KO、HtrA1/HtrA3 DKO それぞれの遺伝型のマウスの大動脈、胎盤、網 膜組織から①蛋白を抽
出し基質候補蛋白質に対する抗体でのイムノブロットにより KO マウスで蛋白の発現が増加し
ているかどうか、KO でのみ増加している特異的なバンドがあるか、②RNA を抽出し候補蛋白
質の mRNA レベルを qRT-PCR で解析し蛋白質レベルの増加が転写レベルの増加に因らないこ
とを確認する。 
(2)  AMD の病態形成メカニズムにおいて基質蛋白質の機能を解析できる系を確立する。 
AMD は加齢に伴う RPE の機能低下に起因して発症すると考えられ、1. RPE の基底膜下にドル
ーゼンと呼ばれる沈着物が蓄積する、2. ドルーゼンは RPE に隣接する脈絡膜において新生血管 
（choroidal neovascularization：CNV）の形成を促す、3．CNV は異常な血管であることが多く
出血しやすく失明に至る、ことによる。HtrA1 は網膜では RPE で高い発現が認められ、これら
の一連の病態 形成において HtrA1 の発現の増加は RPE 細胞内で、または分泌されて細胞外で
HtrA1 が基質を分解 することにより①RPE の細胞死の増加、②RPE の貪食機能の低下、③脈絡
膜にある血管内皮細胞の増殖能と遊走能の上昇、とそれによる④脈絡膜血管新生の増加、⑤脈絡
膜組織での補体の活性化による炎症の増強、が引き起こされると考えられる。①～⑤について解
析可能な系を確立し、その系において CLU に対する HtrA1 の作用を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)  基質候補蛋白質の一部については、HtrA1 ノックアウト（KO）、HtrA3 KO、
HtrA1/HtrA3 DKO それぞれの遺伝型のマウスの大動脈、胎盤、網膜組織から蛋白を抽出し基
質候補蛋白質に対する抗体でのイムノブロットにより KO マウスで蛋白の発現量を確認した。
また、ヒト網膜色素細胞(RPE)株の ARPE19 細胞、HEK293T 細胞、Hela 細胞に野生型また
は、プロテアーゼ欠失変異型の HtrA1 の発現ベクターをトランスフェクションし、細胞溶解液
および細胞上清について候補蛋白質に対する抗体を用いてイムノブロットしてヒトの細胞にお
いても基質となりうるかを検証した。さらに、ARPE19 細胞、Hela 細胞において siRNA によ
り HtrA1 のノックダウンの系を確立し、基質候補の発現量を検討した。その結果、神経変性疾



患において異常な凝集体を形成する、alpha-synuclein(ASNC)および網膜色素細胞（RPE）の
視細胞外節（POS）の貪食に関わるタンパク質が興味深い動態を示したため、今後は解析対象
として解析を進める。また、良い抗体が得られないため評価できなかった候補蛋白についても
評価を進める。 
(2) 基質として最も確からしいと考えられている CLU についての機能解析を進めた結果、
HtrA1 が凝集した CLU を分解またはリフォールディングする可能性が考えられた。 バクテ
リアの HtrA である DegP は熱変性タンパク質に対する分解活性とリフォールイング活性を持
つ。哺乳類の HtrA１がリフォールディング活性を持つかどうかは現時点で明らかにされてい
ない。HtrA1 KO マウスの網膜、腎臓では TritonX-100 に可溶性の CLU の量に差は無いが、
難溶性の CLU が WT マウスに比べて増加しており HtrA1 が凝集した CLU を分解またはリ
フォールディングする可能性が示唆された。 また、HtrA1 を過剰発現させた ARPE19 細胞、
Hela 細胞では TritonX-100 に可溶性の CLU の量が増加し、難溶性の CLU が減少してい
た。 
 

CLU は分泌されて働く細胞外シャペロンとして知られているが、酸化ストレスや ER ストレ
ス下では ER から細胞質に移行し(ER-reflux)、オートファジーを促進する活性を持つことが報
告されている。HtrA1 がストレスにより変性した CLU の分解またはリフォールディングする
ことで CLU の機能を介してオートファジーを促進するのではないかという可能性を検討した 
(3)  HtrA1 はオートファジーの進行に関与することが明らかとなった。  
① 高齢の HtrA1 KO マウスの腎臓では、難溶性 p62、ユビキチン化タンパク質の量が増加し
ており、 加齢に伴うオートファジーの低下が KO マウスで WT マウスに比べて著しいことが
明らかとなった。   
②  HtrA1 を過剰発現させた ARPE19 細胞および HeLa 細胞では、オートファゴソーム形成
のマー カーである LC3II と p62 の増加が認められ、オートファジーが亢進している可能性が示
された。また、WT HtrA1 を過剰発現した ARPE19 細胞は酸化ストレスにより誘導される細胞
死に対して抵抗性を示したが、オートファジー阻害剤 Bafilomycin 添加により抵抗性がキャン
セルされた。 
(4)  AMD の病態形成メカニズムにおける基質蛋白質の機能を解析できる系を確立するため
に、Sodium Iodate（SI)投与によりマウスに萎縮型 AMD の病態を誘導できる系を確立した。5
か月齢オスの WT マウスと HtrA1 KO マウスに 20mg/Kg 体重の SI を投与し、投与後 3 日目に
おいて網膜を神経網膜（NR)と網膜色素上皮+脈絡叢（RPE)に分けてタンパク質を抽出し、酸化
ストレス（Nrf2、HO-1）、オートファジー（LC3B、p62）、細胞死（Bax、Bcl2）について反応
性の違いを検討した。その結果、NR および RPE において、WT に比べて KO では酸化ストレ
ス応答性とオートファジー経路の活性化に障害があり、細胞死がより誘導されやすい状態にあ
ることが明らかとなった。一方、高齢のマウス（10 か月齢）についても同様の解析を進めたと
ころ、酸化ストレスに対する反応性 KO で高く、WT でより細胞死が誘導されやすい状態であ
り、5 か月齢マウスと逆の結果となった。この結果は、HtrA1 が酸化ストレスに対する抵抗性を
与える一方で加齢に関しては促進的に働くという本研究室での先行研究と一致する。また、
HtrA1 の基質タンパク CLU は、ストレス条件下では細胞質に移行し、オートファジーを促進す
ることが報告されている。KO の RPE では SI 投与によって可溶性の CLU が減少しており、オ
ートファジー経路の障害の一因である可能性が考えられた。さらに SI 投与によって不溶性画分
の CLU は増加していたが、KO でより増加が顕著であった。不溶性の CLU の増加は、酸化ス
トレスにより変性し凝集したタンパク質とともに CLU が凝集していることを示しており、オー
トファジーによる凝集タンパク質の分解が不十分であることを示唆している。実際、不溶画分の
p62 と Ub も KO の RPE で増加しており、オートファジーの進行に障害があり分解されていな
いと考えられた。 
(5)  HtrA1 が細胞外 CLU のシャペロン活性を阻害する。 
CLU は細胞外シャペロン活性を持ちそのクライアントとなる変性タンパク質と結合すると細
胞内に取り込まれ、変性タンパク質とともにリソソームで分解され、変性タンパク質の除去に働
くことが報告されている（chaperon- and receptormediated extracellular protein degeneration



（CRED））。CLU は AMD の発症の誘因となる沈着物であるドルーゼンの構成成分のうち主
要なものとして報告されており、細胞外 CLU のシャペロン活性の低下がドルー ゼンの形成に
関与している可能性が考えられる。我々は CRED を定量的に検出できる系（千葉大板倉先生よ
り分与）において、HtrA1 の及ぼす影響を検討した。その結果、HtrA1 を過剰発現した ARPE19 
細胞および HeLa 細胞では変性タンパク質と CLU の複合体の細胞内への取り込みが阻害さ
れること、逆に HtrA1 KO MEF 細胞では WT MEF 細胞に比べ取り込みが促進されることが
明らかとなった。またこの時、HtrA1 は変性タンパク質と結合していないフリーの CLU に対
しては高い分解活性を持つが、変性タンパク質と複合体を形成した CLU に対しての分解活性
は大きく低下した。CLU が細胞内に取り込まれる時同時に HtrA1 もとりこまれることから 
HtrA1 は CLU を分解できない形で CLU と複合体を形成し取り込みを阻害している可能性が考
えられた。 

HtrA1 による CLU 細胞外シャペロン活性の阻害は AMD におけるドルーゼンの形成を促進す
る可能性が考えられる。 
 

本研究課題の研究成果を踏まえ、現時点における HtrA1 の CLU に対する作用、および 
AMD の病態形成における仮説を図 1 および図２に示す。今後の課題としては、HtrA1 が
RPE の生理的機能として重要な POS の貪食機能にどのように関わっているかを明らかにする
必要がある。また、HtrA1 の基質 CLU に対 する活性が AMD の病態形成に実際に関わって
いるかを、AMD 罹患者から樹立した iPS 細胞を RPE 細胞に分化させた細胞や実際の臨床サン
プルにおいて検証していく必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．AMD の病態形成における HtrA1 の細胞内 CLU および細胞外 CLU に及ぼす活性 

HtrA1 は ER ストレスや酸化ストレスにより変性した CLU を分解またはリフォールディン
グする。それにより細胞質に移行する CLU の量が増加しオートファジーの促進に働くことで
細胞死から細胞を守る。一方、細胞外 CLU に対してはシャペロン活性を阻害することにより
細胞外の変性タンパク質の取り込みと分解を阻害しドルーゼンの形成を促進する可能性が考え
られる。 



 
図２．AMD 病態形成における HtrA1 によるオートファジーと LAP とのアンバランス  

HtrA1 は ER ストレスや酸化ストレスにより変性した CLU を分解またはリフォールディング
する。それにより細胞質に移行する CLU の量が増加しオートファジー促進に働く。 
し か し 、 RPE 細 胞 に お い て 重 要 な 生 理 機 能 で あ る POS の 貪 食 機 能 は LC3-associated 
phagocytosis (LAP)という機構により担われておりオートファジーと LAP は共通のコンポーネ
ントを多く使用するため互いに拮抗する機構であると考えられている。HtrA1 によるオートフ
ァジーの促進は一方で LAP に対して阻害的に働く可能性が考えられ、この二つの拮抗するメカ
ニズムのアンバランスによりドルーゼンの形成を促進する可能性が考えられる。 
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