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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患のなかには異常な蛋白質の沈着が神経細胞死の原因とされているものがある。
この異常蛋白沈着のメカニズムに小胞体ストレス・オートファジーの異常が関与し，その中心的構造物が顆粒空胞変性
である可能性を検討した。
　多系統萎縮症において，免疫組織化学法によって，各種小胞体ストレス関連蛋白の発現を顆粒空胞変性に認めた。ま
た同様の方法によって，多系統萎縮症ではミクログリアにおけるライソゾーム系蛋白の活性化が生じていることも見い
だした。一方，アルツハイマー病では，ユビキチン分解系に関連するSmurf1蛋白が平野小体に局在していることが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：Abnormal protein accumulation is thought to be the cause of neuronal cell death at
 least in some neurodegenerative diseases. We hypothesized that ER stress-autophasy systems might be inclu
ded in this disease mechanisms and the pivotal pathological structure is granulovacuolar degeneration. To 
study this hypothesis we carried out immunohistological examinations using postmortem brains.
  In brains of multiple system atrophy, we observed increased expression of ER stress related proteins in 
granulovacuolar degeneration and also increased activation of lysosomal systems in microglia. In Alzheimer
's brains, increased expression of a ubiquitin degradation system protein, called Smurf1 was detected in H
irano bodies.   
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１．研究開始当初の背景 
近年、多くの神経変性疾患を異常蛋白沈着

症として包括的に捉える概念が定着しつつあ
る。例えば、Alzheimer病（AD）をアミロイド
β蛋白（Aβ）沈着症（あるいはタウ蛋白沈着
症：tauopathy）、ALS(amyotrophic lateral 
sclerosis)やFTLD-U(frontotemporal lobar 
degeneration with ubiquitinated 
inclusions)をTDP-43(TAR-DNA-binding 
protein 43)沈着症（TDP-43 proteinopathy）
とする立場である。確かにADの原因がAβの脳
内沈着であることは、研究者間のコンセンサ
スを得ている事実であるが、細胞内でのAβ産
生部位や、なぜAβが沈着を開始するのかとい
った基本的な課題は依然として謎として残さ
れている。 
我々はAβの細胞内産生部位を検索する目

的で，Aβの前駆体蛋白(APP:βamyloid 
precursor protein)の細胞内輸送過程を長年
にわたって研究し（J Cell Biol, 129:431-, J 
Cell Sci 109:999-, J Neurosci, 17:1004-, J 
Biol Chem, 272:16085-,）,その結果Aβの細
胞内産生・凝集部位の1つとして後期エンドソ
ームを同定した（J Biol Chem, 276, 4454-）。
後期エンドソームは細胞内膜輸送の仕分けを
行う重要な細胞内小器官で、細胞内を移動す
る膜小胞が集合し、さらに適切な膜器官と融
合するための道筋をつける、いわばハブ空港
のような役割を担っている。ここにはまた、
フリーコレステロールをはじめ様々な物質が
集合することも知られていることから、後期
エンドソームは多種多様な物質の集合点であ
るとともに，多様な細胞内小器官の特徴を併
せもっている可能性が示唆される。 
そこで，我々は後期エンドソームの細胞内

小器官としての特性を明らかにするために，
さらなる検討を重ね、後期エンドソームがオ
ートファゴソームの性質を兼ね備えているこ
とを見いだした（J Clin Neurosci, 16:954-）。
このことは、オートファジー活性の多寡が、
後期エンドソーム内でのAβ産生や、Aβ凝集
に影響を与える可能性を示唆している。この
仮定を検証するため、我々はAβ産生能を示す
培養細胞を用いて、オートファジーを数種類
の方法で誘導し、分泌型ならびに細胞内Aβの
産生を解析した（Neurological Res, 31, 
959-）。その結果、ある種の条件下ではオート
ファジー活性の上昇・阻害に伴って、細胞内
のオートファゴソーム数が増減し、平行して
細胞内外のAβ量が増加・減少することが確認
された。以上の結果より、我々はADの発症に
は、オートファジー活性の多寡，特にオート
ファジー小胞の数が，Aβの産生の鍵を握って
いると考えるに至った。 
 以上の結果は，AD の脳ではオートファジー
小胞の数が増加している可能性を示唆する
ものであり，実際近年これを裏打ちするよう
な報告もみられる(J Cell Biol, 171:87-)が，
未だ広くコンセンサスを得ているわけでは
ない。我々はこの理由として，通常の病理学

的検索方法では，効率良く鋭敏にオートファ
ゴソームの検出ができないために，その存在
に気づかれていないのではないかと考えた。
以前研究分担者の岡本は、AD 脳に見られる顆
粒空胞変性(GVD)の電子顕微鏡による詳細な
検討を行い、GVD がオートファゴソームであ
る こ と を 報 告 し ，（ Acta Neuropathol. 
82:340-）現在でも広く認められている。そ
こで，我々は AD 脳において鋭敏に GVD を検
出できる方法を見いだせば，AD 脳における
GVD（＝オートファゴソーム）の増加を証明
できるのではないかと考え，GVD のマーカー
の検索を行った。その結果，我々の作成した
リン酸化依存性抗 TDP-43 抗体が極めて特異
的にGVDを鋭敏に染色することを見いだした
（Neurosci Lett, 463:87-）。この抗体によ
る免疫組織染色を行うと，従来 GVD の好発部
位とされてきた海馬・海馬傍回以外に，広く
大脳新皮質の神経細胞に多数のGVDが存在す
ることが判明した。こうした変化は，正常コ
ントロール脳ではほとんど認められないこ
とから，我々の仮定通り，AD の病理に GVD・
オートファジーが密接に関連している可能
性が示唆される。さらにこの結果は，本年に
な っ て オ ー ト フ ァ ジ ー に 関 与 す る
multivesicular body の細胞内輸送に重要な
CHMP-2B 蛋白が，ADの GVD 中に多数見いださ
れたことからも裏付けられた(Neurosci Lett 
477:86-)。 
一方，AD 脳の GVD に小胞体ストレスのマー

カー蛋白が存在していることも明らかにさ
れ(Am J Pathol 174:1241-）、AD の発症早期
に小胞体ストレスが関与している可能性が
示唆された。小胞体ストレスの発症要因はい
くつか知られるが、代表的なものは正常な折
りたたみが行われなかったタンパク質
（unfolded protein:UP）に対する反応で
（unfolded protein response:UPR）、小胞体
内で処理しきれなかった UP は細胞質へと運
搬されプロテアソームの分解を受ける
（ER-asscociated degradation:ERAD）。しか
し、こうした UP に対する処理が十分に行わ
れなかったり、UPR 活性上昇が長期間に及ぶ
と、細胞はアポトーシスによって死に至ると
考えられている。近年、UP の処理は ERAD だ
けではなく、オートファジーも関与している
ことが報告され、実際小胞体ストレスの誘導
によって、オートファジー活性の上昇と、オ
ートファゴソームの出現がみられることが
証明されている（Mol Cell Biol 26:9220-）。
さらに興味深いことに、 小胞体ストレスの
誘導によってタウがリン酸化されること、そ
のキナーゼが GSK-3βであることも、報告さ
れた（J Neurochem 104:409-）。 
以上の我々自身の研究と報告された結果

から、我々は AD における Aβの産生とタウの
リン酸化に小胞体ストレスが関与し、その鍵
になる小器官はオートファゴソーム（＝GVD）
ではないかと考えた。一方，前述のように
我々は本来 AD では沈着しないリン酸化



TDP-43 も GVD に局在することを見いだした
(Neurosci Lett 463:87-）。 
 
２．研究の目的 
我々は以上を踏まえ，少なくとも一部の異

常蛋白沈着症は小胞体ストレス・オートファ
ジーと密接な関連をもち，その中心的な異常
構造物は GVD 様構造物ではないかと仮定し，
これを検証することを目的とした。 
 

３．研究の方法  
 異常蛋白蓄積症と考えられる各種神経変
性疾患（アルツハイマー病，パーキンソン病，
多系統萎縮症）のホルマリン固定脳切片を，
免疫組織化学的に検索した。 
 
４．研究成果 
(1)多系統萎縮症と小胞体ストレス関連蛋白 
多系統萎縮症 12 例，遺伝性脊髄小脳変性症 2
例の小脳，橋，線状体を含む切片を，pPERK, 
PeIF2α, pIRE1αの 3種の UPR 関連蛋白で免
疫染色をした。その結果，UPR 関連蛋白がα
シヌクレインの沈着した乏突起膠細胞に認
められた。免疫反応に陽性の構造物は GVD の
メーカー蛋白と共局在することが判明し，こ
のことは電子顕微鏡にても確認された。
GCI(glial cytoplasmic inclusion)を欠く，
遺伝性脊髄小脳変性症では，UPR 関連蛋白に
陽性の構造物は認められなかった。 
 以上より，多系統萎縮症の発症には小胞体
ストレスとGVDの存在が関与していることが
示された。 
 
(2)多系統萎縮症とライソゾーム 
(1)の結果より，GVD を含めた蛋白分解過程の
障害が多系統萎縮症において生じている可
能性を考えて，多系統萎縮症とライソゾーム
マーカーとの関連を検索した。その結果，
LAMP1,LAMP2，カテプシン D，HEXA などのラ
イソゾーム関連蛋白陽性構造物が，コントロ
ーム脳に比べて著しく増加していることが
判明した。しかしながら，これらの陽性構造
物はαシヌクレインの沈着するGCIではなく，
むしろミクログリア内に認められた。 
 以上の結果，多系統等萎縮症ではライソゾ
ーム系蛋白の活性が上昇しており，その中心
はミクログリアにおけるライソゾームと考
えられた。 
 
(3)ユビキチンリガーゼと平野小体 
次に GVD（オートファージー）と関連するユ
ビキチンによる分解系と神経変性疾患の関
連性を検索した。ユビキチン分解系に関連す
る蛋白として Smurf1(Smad ubiquitination 
regulatory factor 1)に注目して免疫組織化
学的検索を行った。残念ながら，多系統萎縮
症においてはコントロールと比して変化は
認められなかった。しかし，意外なことにア
ルツハイマー病の脳において抗 Smurf1 抗体
が平野小体を強く認識した。また，培養細胞

に実験的に平野小体様の構造物を形成させ
ると，やはり Smurf1 に陽性であることが確
認された。 
 従来平野小体の存在意義は不明であった
が，今回の結果からユビキチン分解系と平野
小体の関連性が示唆された。 
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