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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、アルツハイマー病の原因タンパク質アミロイドβ（Aβ）の前駆体タンパ
ク質（APP）の分解に関与するユビキチンリガーゼHRD1が、アルツハイマー病患者大脳皮質で減少していることを見出
したが、その原因としてHRD1タンパク質の不溶化の可能性が示唆されていた。本研究では、その機構として、酸化スト
レスの関与を明らかにした。また、ユビキチンリガーゼRNF19BとDorfinは、HRD1とは異なる機構でAβの産生に関与す
ることを見出していた。本研究では、RNF19BとDorfinがAPPのライソゾームへの輸送に関与することで、γ-セクレター
ゼによるAPPの切断を調節していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We found that the ubiquitin ligase HRD1 is involved in degradation of amyloid 
precursor protein (APP), which is processed into β-amyloid, the responsible protein for Alzheimer’s 
disease (AD). Interestingly, HRD1 protein is reduced in the postmortem cerebral cortex of AD patients, 
possibly because of its protein insolubilization. In this study, we demonstrated the involvement of 
oxidative stress in HRD1 insolubilization. We also found that ubiquitin ligases, Dorfin (RNF19A) and 
RNF19B, are involved in Aβ generation through a different mechanism from that of HRD1. In this study, we 
demonstrated that Dorfin and RNF19B regulate APP processing by γ-secretase through APP trafficking to 
the lysosome.

研究分野： 神経化学・神経薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病（AD）やパーキンソン
病（PD）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、根本治療薬の開
発が切望されている。根本治療薬・診断薬の
創製には、AD や PD 発症機構の解明が必要
不可欠である。これらの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
因する神経細胞死が神経変性疾患を発症さ
せると考えられてきた。一方、近年、小胞体
機能の破綻が引き起こす変性タンパク質の
小胞体への蓄積は、小胞体ストレスとして神
経変性疾患の発症に関与することが示唆さ
れている。 
 研究代表者らは、１）小胞体ストレス抑制
因子として、小胞体シャペロンである
protein disulfide isomerase（PDI）を発見し、
ユビキチン結合タンパク質 ubiquilin が PDI
と結合することで、PDI の小胞体ストレスと
神経細胞死の抑制作用強することを明らか
にした（J Biol Chem 277, 35386–35392, 
2002）。また、２）PDI は一酸化窒素 NO に
よって S-ニトロシル化されることで活性が
低下し、小胞体ストレスが惹起されること、
さらに、PDI のニトロシル化が AD および
PD の神経変性疾患患者死後脳に高く認めら
れることを解明し、ニトロシル化による小胞
体ストレスと神経変性疾患の因果関係を初
めて提唱した（Nature 441, 513–517, 2006）。
さらに、３）小胞体より排出された変性タン
パク質をユビキチン−プロテアソーム系によ
り 分 解 を 促 進 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 の単離・同定に成功し、HRD1
がユビキチンリガーゼ活性を有すること、脳
神経細胞に発現し小胞体ストレス抑制作用
を有することを解明した（FEBS Lett 532, 
147–152, 2002; J Neurosci Res 86, 1577–
1587, 2008）。最近、４）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
興味深い事実も見出した（J Neurosci 30, 
3924–3932, 2010）。さらに、５）この HRD1
の発現低下は Aβ の産生と逆相関することを
証明した（J Pharmacol Sci 113, 285–288, 
2010）。これら３〜５）の新知見に基づき、
研究代表者らは、AD 発症機構に HRD1 発現
低下による ERAD の破綻と小胞体ストレス
が関与する可能性を初めて提唱した。 
 さらに私たちは、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 51 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（特
許公開 2005-330231）。その中より、HRD1
と同様に APP のユビキチン化と分解に関与
す る 新規ユ ビ キチン リ ガーゼ と し て

RNF19B を見出した。興味深いことに、
RNF19B を発現抑制すると、APP の蓄積が
認められるものの、HRD1 発現抑制とは逆に
Aβ の産生量が低下する知見を得た。このこ
とから、RNF19B は HRD1 と異なる機構で
APP の代謝とAβ産生に関与する可能性が示
唆された。また、RNF19B と相同性が高いユ
ビキチンリガーゼとして Dorfin（RNF19A；
研究分担者の祖父江が見出し、筋萎縮性側索
硬化症 ALS の原因タンパク質 SOD1 の分解
に関与する；J Biol Chem 277, 36793–36798, 
2002）があるが、Dorfin の発現抑制も
RNF19B と同様の効果を示す結果を得てい
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、AD 患者脳における HRD1 タ
ンパク質減少の分子機構とその AD 発症への
関与を解明する。最近の研究成果として、研
究代表者らは、AD 患者脳における HRD1 タ
ンパク質の減少が、HRD1 タンパク質の不溶
化を原因とすることを証明し、酸化ストレス
によって HRD1 が不溶化する可能性を示唆
した。これを基盤に、本研究は、酸化ストレ
スによる HRD1 の不溶化機構について明ら
かにすることを目的とする。また、AD 患者
脳における HRD1 の不溶化に伴う減少が、
AD 発症の原因であるか結果であるかを解明
するため、まず HRD1 のノックアウトマウス
が AD 症状を呈するか検討する。一方、研究
代表者らは、AD 患者脳や AD モデルマウス
において、AD の原因タンパク質である神経
原線維変化を構成するリン酸化 Tau タンパ
ク質と HRD1 が同じ局在を示すことを見出
している。そこで、HRD1 の不溶化が Aβや
リン酸化 Tau 蓄積による結果として起こる
可能性も検証するため、Aβ と Tau による
HRD1 不溶化とその分子機構について解析
する。 
 本研究ではさらに、RNF19B と Dorfin の
発現抑制による Aβ の減少機構について明ら
かにする。まず、RNF19B と Dorfin の脳組
織や細胞内の局在を確認する。つぎに、APP
のプロセシングのどの段階に関与するか明
らかにする。また、RNF19B と Dorfin 発現
抑制によるAPPの局在変化ついて検討する。
一方、RNF19B および Dorfin に結合するタ
ンパク質を質量分析により同定し、Aβ の産
生に関与するものを絞り込む。さらに、
Dorfin のノックアウトマウスを用いて、
Dorfin の発現低下による Aβ産生への影響に
ついて、個体レベルでの解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経細胞を用いた酸化ストレス・小胞体
ストレス・Aβ・Tau による HRD1 の不溶化：
研究代表者らはこれまで、AD 患者死後脳に
おいて、HRD1 タンパク質が界面活性剤
（Nonidet P-40）可溶性画分で減少し、不溶
性画分で増加していることを見出している。



また、過酸化水素や rotenoneによってHRD1
が不溶化するという最新の知見を基盤に、他
の酸化ストレス（MPP+、6-hydroxydopamine、
一酸化窒素 NO 産生薬物、過酸化脂質など）
についても不溶化するか検討する。一方、AD
脳における HRD1 タンパク質の減少は、これ
まで神経細胞で証明してきた HRD1 減少に
よる Aβの産生増加とは逆に、Aβ産生増加
による HRD1 タンパク質の減少（不溶化）の
可能性も考えられる。そこで、Aβによる
HRD1 タンパク質の不溶化について神経細
胞を用いて検討する。具体的には、Aβペプ
チド添加（外来性 Aβ）および APP と
presenilin の共発現による Aβ産生増加（内
因性 Aβ）による HRD1 の不溶化について解
析する。また、AD 患者において、HRD1 の
免疫染色像がリン酸化 Tau タンパク質と一
致することを研究代表者らはすでに見出し
ている。そこで、リン酸化 Tau による HRD1
の不溶化の可能性についても検討するため、
変異型 Tau 過剰発現とリン酸化誘導による
HRD1 の不溶化について解析する。さらに、
AD 脳は小胞体ストレス状態にあることを考
慮し、小胞体ストレス試薬による HRD1 の不
溶化についても検討する。 
 
(2) HRD1 ノックアウトマウスにおける
HRD1 減少に伴う AD 発症：HRD1 減少によ
って AD が発症するか否かを明らかにするた
め、HRD1 ノックアウトマウス脳において、
Aβやリン酸化 Tau の蓄積、神経変性が観察
されるか生化学的・免疫組織学的に検討し、
さらに学習記憶能力の低下が認められるか
について、Ｙ字型迷路試験や新奇物質探索試
験など行動科学的な解析も行う。 
 
(3) RNF19・Dorfin 発現抑制による APP プロ
セシングへの影響：APP はα−およびβ−セク
レターゼによってプロセシングを受け、それ
ぞれ C 末端断片である CTFαと CTFβを生
じる。さらに、γ−セクレターゼによって、
それぞれ P3 と Aβを生じる。したがって、
RNF19B・Dorfin の発現抑制による CTF 量
の変化を解析することで、どのセクレターゼ
のプロセシングに RNF19B・Dorfin が関与
するかが明らかとなる。そこで、APP プロセ
シングの過程で生じる分泌型 sAPPα・sAPP
βおよび P3・Aβ量を解析することで、γ−
セクレターゼへの関与の詳細を明らかにす
る。 
 
(4) RNF19B・Dorfin と APP・γ−セクレター
ゼの局在および結合：RNF19B・Dorfin が
APP およびγ−セクレターゼと共局在するか、
脳組織および神経細胞内の局在を免疫染色
によって確認する。また、RNF19B・Dorfin
とAPPおよびγ−セクレターゼとの結合につ
いて、免疫沈降により確認する。 
 
(5) AD モデルマウスを用いた Aβ・Tau によ

る HRD1 不溶化：神経細胞において Aβ・
Tau による不溶化が認められない場合、時
間的な問題が考えられる。そこで、Aβが
蓄積する変異型 APP（APPswe）トランス
ジェニックマウス（Tg2576）、およびリン
酸化 Tau が蓄積する変異型 Tau（P301L）
トランスジェニックマウス（JNPL3）、さ
らに変異型 APP・presenilin・Tau を発現
する 3×Tg-AD トランスジェニックマウス
において、長期的負荷により、HRD1 タン
パク質の減少（不溶化）が認められるかに
ついて検討する。 
 
(6) RNF19・Dorfin 発現抑制による APP の
局在変化：予備的実験で、RNF19B・Dorfin
の発現抑制によって、APP の神経細胞内局
在が変化することが判明している。そこで、
その局在変化についてさらに詳細に検討す
るため、各オルガネラにおける APP の変
化について、免疫染色法によりにより解析
する。 
 
(7) RNF19・Dorfin に結合するタンパク質
の同定：RNF19B・Dorfin と結合するタン
パク質（基質を含む）を同定するため、
RNF19B・Dorfin の免疫沈降によって沈降
したタンパク質を質量分析により同定する。 
 
(8) 加齢による HRD1 不溶化の検討と抗酸
化薬の影響：これまでの予備的実験で、
HRD1 タンパク質が加齢に伴い減少する
傾向がヒトおよびマウス脳で観察された。
さらに詳細を明らかにするため、マウスの
加齢に伴う HRD1 タンパク質の減少・不溶
化について解析する。 
 
(9) HRD1 不溶化機構の解明：これまでの研
究で、HRD1 が細胞内凝集物（アグリソー
ム）を形成することを見出している。そこ
で、酸化ストレスおよび Aβ・Tau 負荷に
よって、HRD1 のアグリソーム形成が促進
するか検討し、HRD1 の不溶化機構を解明
する。また、タンパク質不溶化の要因の一
つとして、HRD1 への直接的酸化修飾（S-
ニトロシル化、HNE 修飾など）が考えら
れるため、酸化修飾残基に対する抗体を用
いて免疫沈降および Western blot を行な
うことで、HRD1 への直接的酸化修飾の有
無を検討する。また、修飾されるアミノ酸
残基を質量分析により同定する。 
 
(10) Dorfin ノックアウトマウスにおける A
β産生量の変化：神経細胞と同様に Dorfin
ノックアウトマウス脳において、その発現
低下により Aβ産生量が減少するか検証す
る。 
 
４．研究成果 
(1) 神経細胞を用いた酸化ストレス・小胞体
ストレス・Aβ・Tau による HRD1 の不溶化：



HRD1 の不溶化機構について明らかにする
ため、アルツハイマー病と関連がある Aβ、
tau、小胞体ストレス、および酸化ストレス
による HRD1 の不溶化の可能性について検
討を行った。その結果、HRD1 および HRD1
と複合体を形成する SEL1L は、Aβ、tau お
よび小胞体ストレスの負荷によっては不溶
化しないことが、神経芽細胞腫 SH-SY5Y を
用いた実験によって明らかとなった。一方、
酸化ストレスである過酸化水素、ロテノン、
4-ヒドロキシノネナールは、HRD1 および
SEL1L の不溶化を引き起こすことが判明し
た。以上の結果より、アルツハイマー病患者
脳における HRD1 の不溶化は、酸化ストレス
による可能性が示唆された。 
 
(2) HRD1 ノックアウトマウスにおける
HRD1 減少に伴う AD 発症：HRD1 の減少と
アルツハイマー病発症の関連性を明らかに
するため、HRD1 のノックアウトマウスにお
いて、Aβの蓄積量が増加するか検討した。
その結果、24 ヶ月齢の HRD1 ノックアウト
マウスにおいて Aβの蓄積量は、野生型のマ
ウスと有意な差がないことが判明した。また、
学習記憶能力の低下が認められるか、Ｙ字型
迷路試験や新奇物質探索試験を行ったが、い
ずれも有意な差は認められなかった。 
 
(3) RNF19・Dorfin 発現抑制による APP プロ
セシングへの影響：RNF19B・Dorfin の発現
抑制による Aβ産生抑制機構を明らかにする
ため、APP プロセシングの過程で生じる分泌
型 sAPPα・sAPPβを解析した結果、いずれ
も産生量に有意な変化は認められなかった。
この結果から、RNF19B・Dorfin の発現抑制
による Aβ産生低下は、γ−セクレターゼの
関与が示唆された。 
 
(4) RNF19B・Dorfin と APP・γ−セクレター
ゼの局在および結合：両ユビキチンリガーゼ
において、一方のユビキチンリガーゼの発現
を低下させると代償機構が働くことなく、
APP の分解能が低下することが判明した。こ
れらのことから、RNF19B および Dorfin の
両ユビキチンリガーゼが複合体を形成する
可能性が考えられた。そこで、免疫染色法を
用いて、マウス脳組織における RNF19B と
Dorfin の局在を確認したところ、両ユビキチ
ンリガーゼは海馬および大脳皮質などの神
経細胞に選択的に発現し、共局在していた。
また、SH-SY5Y 細胞における RNF19B と
Dorfin の局在を確認したところ、両ユビキチ
ンリガーゼは小胞体に発現し、共局在してい
た。さらに、免疫沈降を行ったところ、
RNF19B と Dorfin が共沈したことから、両
E3は複合体を形成していることが判明した。
以上の結果より、RNF19B と Dorfin は中枢
の神経細胞において複合体を形成すること
で機能している可能性が示唆された。一方、
RNF19B と Dorfin と APP、presenilin が共

局在するか検討したところ、いずれも APP
や presenilin と共局在することが示された。 
 
(5) AD モデルマウスを用いた Aβ・Tau によ
る HRD1 不溶化：Aβが蓄積する変異型
APP（APPswe）トランスジェニックマウ
ス（Tg2576）、およびリン酸化 Tau が蓄積
する変異型 Tau（P301L）トランスジェニ
ックマウス（JNPL3）において、HRD1 タ
ンパク質の減少および不溶化は認められな
かった。一方で、HRD1 はアツハイマー病
患者脳および tauトランスジェニックマウス
脳において、リン酸化 tau と局在が一致する
ことが判明した。以上の結果から、Aβもし
くはリン酸化 Tau 単独では、HRD1 の不溶
化は起こらない可能性も考えられることか
ら、さらに変異型 APP・presenilin・Tau
を発現する 3×Tg-AD トランスジェニック
マウスを用いて、検討する必要がある。 
 
(6) RNF19・Dorfin 発現抑制による APP の
局在変化：Dorfin 発現抑制に伴う CTFβの
局在変化について解析した結果、Dorfin の発
現抑制によって、CTFβの後期エンドソーム
とリソソームへの局在が増加した。このこと
から、Dorfin は CTFβのリソソームへの輸
送を調節することで、γ−セクレターゼへの
CTFβの輸送とAβ産生量を制御している可
能性が示唆された。さらに、RNF19B を安定
的に発現する細胞を樹立し、RNF19B の局在
と機能について解析を行った。その結果、
RNF19B を発現する細胞では、RNF19B は
小胞体に加え、後期エンドソームに多く局在
することが判明した。この結果は、RNF19B
が初期エンドソームからライソゾームへの
CTFβの輸送へ関わる結果と一致するもの
であった。 
 
(7) RNF19・Dorfin に結合するタンパク質
の同定：RNF19・Dorfin による Aβ産生機
構を明らかにするため、Dorfin に結合するタ
ンパク質を質量分析により同定した。その結
果、14-3-3εが Dorfin と結合することが判明
した。14-3-3 ファミリーは、APP の輸送に関
与することが既に報告されていることから、
その関与が示唆された。 
 
(8) 加齢による HRD1 不溶化の検討と抗酸
化薬の影響：マウスの加齢に伴う HRD1 タ
ンパク質の量的変化とくに、HRD1 の不溶化
について解析した。その結果、HRD1 のトラ
ンスジェニックマウスでは、加齢に伴う
HRD1 タンパク質の不溶化が認められたも
のの、野生型マウスにおいては、HRD1 のタ
ンパク質の不溶化は認められず、HRD1 タン
パク質量に変化はなかった。以上のことから、 
HRD1 の不溶化には、HRD1 タンパク質の増
加やストレスなど負荷が加わる必要がある
かもしれない。 
 



(9) HRD1 不溶化機構の解明：HRD1 が細
胞内凝集物（アグリソーム）を形成するか
検討したところ、Aβや Tau の負荷ではア
グリソームが形成されなかったが、これら
の酸化ストレス薬物は、HRD1 の細胞内凝集
体（アグリソーム）の形成を誘導することが
示された。したがって、HRD1 や SEL1L は
酸化ストレスによって、小胞体から排出され、
凝集体を形成して不溶化する可能性が示唆
された。HRD1 が 4-HNE による直接修飾を
受けるか否か検討した結果、HRD1は4-HNE
により、分子量が増加し、4-HNE に対する
抗体を用いて HRD1 が 4-HNE による修飾を
受けていることが明らかとなった。このこと
から HRD1 は酸化物によって修飾を受ける
ことで不溶化する可能性が示唆された。次に、
HRD1 の修飾部位を質量分析によって同定
した。その結果、HRD1 の酵素活性に重要な
RING-finger領域のシステイン残基が酸化修
飾を受けることが判明した。また、このシス
テイン残基を保護する目的で、N-エチルマレ
イミド（NEM）で前処理したところ、4-HNE
による分子量増加が NEM によって抑制され
た。このシステイン残基は、亜鉛と配位する
ことで、RING-finger タンパク質の立体構造
形成に重要な部位であり、このシステイン残
基の修飾は、ユビキチンリガーゼ活性の失活
もしくは活性異常を来すことが他のユビキ
チンリガーゼで報告されている。このことか
ら HRD1 は、酵素活性部位にあるシステイン
残基が酸化修飾を受けることで不溶化・減少
する可能性が示唆された。 
 
(10) Dorfin ノックアウトマウスにおける A
β産生量の変化：Dorfin ノックアウトマウ
スにおける Aβ産生量について解析を行った
ところ、ノックアウトマウスにおいて Aβの
蓄積量が減少したことから、神経細胞を用い
た結果と一致することが明らかとなった。 
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